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Emil Fischer + 


Dies Heft bringt eine Mitteilung, welche Emil 
Fischer wenige Tage vor seinem Tode unserer Zeit- 
schrift zugesandt hat. Mit tiefer Trauer sehen wir 
aus der Reihe unserer Mitarbeiter einen Mann scheiden, 
dessen Name das Kennzeichen einer fruchtbaren und 
gliicklichen Periode der physiologischen Chemie ist. 

Die organische Chemie, welche aus der Unter- 
suchung physiologischer Produkte herausgewachsen 
ist, bringt dem Biologen eine Grundlage fiir die Er- 
forschung der Lebensvorgiinge. Diese Wechselwirkung 
der Chemie und der Biologie spiegelt sich in den Ar- 
beiten Emil Fischers. In planvoller umfassender 
Weise wufite er die Methoden der Konstitutions- 
forschung auf biochemische Objekte zu_ iibertragen. 
Ihm war aber das biochemische Material nicht allein 
eine Fundgrube fiir die Bereicherung des chemischen 
Systems, sondern er brachte den Lebensvorgingen an 
sich ein lebendiges Interesse entgegen. So kam es, 
dafi er das Grenzgebiet der Chemie und Physiologie 
nicht wieder verliefi, nachdem er es bei seinen Unter- 
suchungen tiber die Zuckerarten zuerst betreten hatte. 
An die Arbeiten iiber die Kohlehydrate reihten sich 
solche iiber die Purinderivate, von hier wandte er 
sich zu den Proteinen und weiterhin zu den Gerb- 
stoffen. Die Erforschung der Konstitution dieser 
Verbindungen war sein eigentliches Ziel; doch fiihrten 
ihn diese Arbeiten weiterhin zu grundlegenden Beob- 
achtungen iiber enzymatische Vorgiinge. Auch da, 
wo ihn der Weg etwas tiefer in physiologische Ge- 
biete leitete, bewundern wir den Scharfblick, mit dem 
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2 Emil Fischer + 


er in einer seinem eigentlichen Arbeitsfeld fremden Er- 
scheinungswelt das Wesentliche erkennt und verwendet. 

Alle Gaben des Forschers und Experimentators er- 
scheinen in ihm vereinigt. Seine Arbeiten werden 
nach einem grofiziigig entworfenen Plan mit eigen- 
artigen, meist neu erfundenen Methoden durchgefiihrt. 
Auf dem Gebiete der Eiweifichemie tritt die Verkniip- 
fung synthetischer und analytischer Verfahren besonders 
hervor, durch die systematisch durchgefiihrte Synthese 
der Kiweifibausteine und der Peptide wird eine sichere 
Grundlage fiir die Auffindung und Feststellung der 
Bestandteile des EKiweifimolekiils gewonnen. Er iiber- 
blickt grofie Gebiete, ohne dabei das Interesse und 
die Freude an kleinen Einzelheiten zu verlieren. Dabei 
treten theoretische Betrachtungen wenig hervor, seine 
geistige Tiatigkeit dringt nach dem Experiment, nach 
dem wirklich Bestehenden hin. So hat er seine 
wissenschaftlichen Erfahrungen auch gern und erfolg- 
reich wichtigen praktischen Fragen zugewandt und in 
schwerer Zeit seine ganze Arbeitskraft dem Vater- 
lande gewidmet. 

Die Aufklaérung tiber das Wesen der Kohlehydrate,. 
der Purinstoffe und der Proteine, die wir seinen Unter- 
suchungen verdanken, mufjten einen bedeutenden Einfluf} 
auf die Lehre von der Ernihrung, auf das gesamte 
Gebiet des tierischen Stoffwechsels und weiterhin auf 
die Pflanzenphysiologie und die von ihr abhangigen 
Wissenszweige ausiiben. Heute sind diese Ergebnisse 
mit anderen chemischen und physiologischen Errungen- 
schaften so verwebt und von den biologischen Wissen- 
schaften derart aufgenommen und verarbeitet, daf es 
kaum moglich ist, die Wirkung seines Schaffens im ein- 
zelnen herauszufinden — sein Geist hat die ganze Bio- 
chemie durchdrungen. 


A. Kossel. 
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Uber Allyl-3-glucosid. 
Von 


Emil Fischer. 


Aus dem Chemiscken Institut der Universitit Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1919.) 


Im Jahre 1912 habe ich seine Synthese aus Acetobrom- 
vlucose und Allylalkohol kurz erwihnt nach Versuchen, die 
ich durch Herrn Dr. Josef Severin ausfihren lief}'). Als 
Zwischenprodukt entsteht das Tetracetat. Dieses addiert, 
vie ebenfalls schon erwihnt, sehr leicht 2 Atome Brom, und 
das Dibromid verliert bei der Behandlung mit Basen aufer 
der 4 Acetylen auch 1 Bromwasserstoff. Als Endprodukt ent- 
steht also Monobromallylglucosid, dessen Eigenschaften in 
der friiheren Notiz aber noch nicht angefiihrt sind. 

Gleichzeitig mit meiner vorlaufigen Publikation haben 
E. Bourquelot und M. Bridel?*) die Synthese des £-Allyl- 
glucosids auf biochemischem Wege mit Hilfe von Emulsin 
beschrieben. Ihre Angaben iiber Schmelzpunkt und Drehungs- 
vermégen zeigen kleine Abweichungen von unseren Beobach- 
tungen. 

Durch den Krieg ist die ausfiihrliche Publikation unserer 
Versuche unterblieben. Ich hole sie jetzt nach, um kleine Kor- 
rekturen anzubringen und das Bromallylglucosid genauer zu 
schildern, weil es durch sein Verhalten gegen Emulsin Be- 
achtung verdient. 

Der urspriingliche Zweck, zu dem die Allylverbindungen 
bereitet wurden, war die Gewinnung des Glykolaldehydgluco- 


') Ber. d. d. chem, Ges, Bd. 45, 8S. 2474 (1912). 
*) Chem. Zentralblatt 1912 II, S. 1458 u. Compt. rend. Bd. 155, 8. 437. 


' 

















4 Emil Fischer, 


sids, das aus dem Allylglucosid oder seinem Tetracetat durch 
Oxydation mit Ozon entstehen sollte. Der Aldehyd scheint 
wirklich gebildet zu werden, aber es war nicht méglich, ihn 
oder sein Acetat kristallisiert zu erhalten. Infolgedessen ist 
die Untersuchung hier unvollstindig geblieben. 


Allylglucosid-tetracetat 
C,H, - 0+ C,H, 0,(COCH,),. 


75 g Acetobromglucose werden mit 225 g Allylalkohol iiber- 
gossen und unter Umschiitteln und Eiskiihlung 50 g trocke- 
nes Silberkarbonat in verschiedenen Portionen zugegeben. 
Wenn die anfangs sehr lebhafte Kohlensiureentwicklung nachi- 
gelassen hat, wird bei Zimmertemperatur noch 1—2 Stunden 
auf der Maschine geschiittelt, um das Brom vollstiindig ab- 
zuspalten. Dann wird von den Silberverbindungen abgesaugt, der 
iiberschiissige Allylalkohol unter vermindertem Druck abdestil- 
liert, der kristallisierte Riickstand in etwa 100 ccm heifiem 
Athylalkohol gelist, mit Tierkohle aufgekocht und _ filtriert. 
Beim Erkalten beginnt die Kristallisation feiner Nadeln, die 
durch Zugabe der zwei- bis dreifachen Menge Wasser ver- 
vollstaindigt wird. Ausbeute etwa 45 g oder 63°/, der Theorie. 

Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert 
und bei 10 mm und 56° getrocknet: 

0,1789 g gaben 0,3442 g CO, und 0,1006 g H,0. 
C,,H,,C,. (888,28): Ber.: 52,56°/, C, 6,23°), H. 
Gef.: 52,49°/, C, 6,299), H. 
[4]p = “Fate OG = — 26,36° (in trockn. Methylalkohol). 
Andere Priparate gaben 


ey = — 26,50° und [al == — 26,21° (in trockn. Methylalkohol). 


i 


Das Tetracetat schmilzt nach kurzem Sintern bei 89—90° 
zu einer klaren farblosen Fliissigkeit. Hs list sich leicht in 
Aceton, Essigester, Chloroform, Hisessig, Methylalkohol, Ather, 
Benzol und warmem Athylalkohol. Von heifiem Wasser wird 
es schwer und von heifiem Petrolither sehr schwer gelést. 

Von Ozon wird es in essigsaurer Lisung rasch angegriffen. 
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Uber Allyl-8-glucosid. 5 


Als eine Lésung von 5 g in 100 ccm Eisessig bei gewéhn- 
licher Temperatur 1 Stunde mit einem mif igen Sauerstoffstrom, 
der 4°/, Ozon enthielt (etwa 3 Blasen in der Sekunde), be- 
handelt wurde, war das Additionsvermégen fiir Brom ver- 
schwunden, und beim vorsichtigen Verdampfen der Fliissig- 
keit unter sehr geringem Druck blieb ein farbloser Sirup. 
Er wurde in Ather gelést, mit einer wifrigen Lésung von 
Kaliumbikarbonat ausgeschiittelt, um Siuren zu entfernen, 
und der Ather verdampft. Als Riickstand blieb nur 1 g 
eines zihen Sirups, der fuchsin-schweflige Siure ziemlich rasch 
stark rot bis violett fiirbte und Fehlingsche Lésung reduzierte. 
Er war in allen gebriuchlichen Lisungsmitteln aufier Wasser 
und Petrolither sehr leicht léslich und wurde bisher nicht 
kristallisiert gewonnen. Nach der Hydrolyse mit heifier n- 
Salzsiure war eine Fliissigkeit entstanden, die Fehlingsche 
Lisung sehr stark reduzierte. Auch die Verseifung mit Baryt 
gab bisher keinen kristallisierten Stoff. 


Allylglucosid 
C,H, - @- CH, O,. 


10 g Allylglucosidtetracetat werden mit 500 ccm Wasser 
und 45 g gepulvertem, reinem kristallisiertem Bariumhydroxyd 
bei Zimmertemperatur mehrere Stunden bis zur Lésung auf 
der Maschine geschiittelt und dann 20 Stunden aufbewahrt. 
Nachdem der iiberschiissige Baryt mit Kohlensiure gefallt 
ist, wird das Filtrat unter vermindertem Druck verdampft 
und der Riickstand mit 50 ccm heifijem Alkohol ausgezogen. 
Beim Verdampfen des Alkohols bleibt ein Sirup, der nach 
einiger Zeit kristallisiert. Er wird aus heifem Aceton (etwa 
10 ccm) umkristallisiert. Ausbeute 4,4 g oder 77°/, der 
Theorie. 

Zur Analyse diente ein aus viel heifiem Essigester um- 
kristallisiertes und im Vakuumexsikkator iiber P,O; getrock- 
netes Priiparat: 

0,2589 g gaben 0,4282 g CO, und 0,1559 g H,O. 
C,H,,O, (220,17): Ber.: 49,07°/, ©, 7,83°/, H. 
Gef.: 48,90°/, C, 7,80°/, H. 
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6 Emil Fischer, 


Das friiher angegebene Drehungsvermégen [2];) = — 42,3° 
ist nach den neueren Beobachtungen etwas zu hoch. 
17 = 2,879 X 2.1895 
[4] p nani 
1 x 1,015 & 0,1263 
— 4,06° & 3,3573 


aa g sca SL ~o “7 Ts r). 
[aly 53 1,0134 XX 0,1671 40,25° (in Wasser) 





== — 40,48° (in Wasser). 





Die Zahlen stimmen gut iiberein mit der Angabe von 
Bourquelot und Bridel?), die in 2,5°/,iger Lésung |]; 
— 40,34° fanden. 

Dagegen zeigen unsere neueren Beobachtungen im Schmelz- 
punkt eine nicht zu vernachlissigende Abweichung von den 
Angaben der franzésischen Forscher. Unser Priparat begann 
im Capillarrohr von 98° an zu sintern und schmolz voll- 
stiindig bei 102—103° zu einer farblosen Fliissigkeit, wihrend 
Bourquelot und Bridel 96° angaben. Das Glucosid ist 
etwas hygroskopisch, lést sich sehr leicht in Wasser, Methyl- 
und Athylalkohol, sowie in heiem Aceton, erheblich schwerer 
in heibem Essigiither und fast gar nicht in Ather und Benzol. 
Es reduziert die Fehlingsche Lésung nicht. In wifiriger 
oder Kisessiglisung addiert es Brom sofort. Uber die leichte 
Hydrolysierbarkeit durch Emulsin, die schon von Bourquelot 
und Bridel erwihnt ist, gibt der folgende Versuch Aufschlufi, 

Kine Lésung von 1 Teil Allylglucosid in 20 Teilen Wasser 
wurde mit 0,15 Teilen Emulsin und etwas Toluol 24 Stunden 
bei 36° gehalten. Die Menge des Zuckers betrug dann 94°), 
der Theorie. 


Dibromid des Allylglucosidtetracetats 
C,H, Br, - 0 - C,H, 0,(COCH,),. 


Zu einer Lisung von 10 g Allylglucosidtetracetat in 
30 ccm Chloroform gibt man langsam unter Umschiitteln und 
Kiihlen in Eis etwa 5 g Brom. Die rote Fliissigkeit wird 
nach kurzem Aufbewahren bei Zimmertemperatur unter ver- 
mindertem Druck aus einem Bad von 30—355° verdampft, 
wobei schon Kristallisation erfolgen kann. Der Riickstand 


1) Compt. rend. Bd. 155, S. 439 (1912). 









































Uber Allyl-3-glucosid. 7 


wird mit Petrolither verrieben und etweder aus viel heifsem 
Ligroin oder aus sehr wenig warmem Alkohol umkristallisiert. 
Ausbeute 12,5 g oder 88°/, der Theorie. 


0,1904 g Subst. (im Vakuumexsikkator getr.) gaben 0,2602 g CO, und 
; 0,0741 g H,O; 
0,2033 g Subst. gaben 0,1397 g AgBr. 


C,,H,,0,)Bry (548,12): Ber.: 37,23°/, C, 4,41°/, H, 29,16°/, Br. 

Gef.: 37,28%/, C, 4,36°/, H, 29,249, Br. 
oO ee. 1,07° < 28829 __ 
4D ~ 23% 08239 X 0,1768 





— 10,59° (in trockn. Methylalkohol). 


Nach nochmaligem wiederholtem Umkristallisieren aus Al- 
kohol war 


[4] 5) = —10,54° und 10,43° (in trockn. Methylalkohol). 


Das Dibromid bildet farblose makroskopische, gut aus- 
gebildete, meist 6seitige Prismen. Es schmilzt bei 91—93° 
zu einer farblosen, langsam klar werdenden Fliissigkeit. Es 
ist leicht léslich in Aceton, Essigester, Chloroform, Methyl- 
alkohol, Eisessig, Pyridin, warmem Ather, Benzol, Alkohol, 
etwas schwerer in heifiem Tetrachlorkohlenstoff und nur sehr 
schwer in heifjem Petrolather und heifiem Wasser. 


Bromallyl-8-glucosid 
C,H, Br - O + C,H,,0. 


10 g feingepulvertes Dibromid werden mit 300 ccm Wasser 
und 380 g kristallisiertem Bariumhydroxyd bei Zimmertempe- 
ratur auf der Maschine bis zur Lésung geschiittelt und noch 
1—2 Tage aufbewahrt. Der iiberschiissige Baryt wird dann 
durch Kohlensiure gefallt und das Filtrat unter vermindertem 
Druck verdampft. Durch wiederholtes Auskochen des farb- 
losen Riickstandes mit Essigester kann man das Glucosid von 
den Bariumsalzen trennen und erhiilt es beim starken Ein- 
engen der Liésungen in farblosen, gut ausgebildeten Prismen. 
Ausbeute 4,3 g oder 79°/, der Theorie. 

Zur Analyse wurde noch 2mal aus heifiem trockenem 
Aceton umgelést und im Vakuumexsikkator getrocknet: 
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8 Emil Fischer, Uber Allyl-3-glucosid. 


0,1553 g Subst. gaben 0,2047 g CO, und 0,0730 g H,0O. 
0,1907 g Subst. gaben 0,1211 g AgBr. 
C,H,,0, Br. (299,09): Ber.: 36,12°/, C, 5,06°/, H, 26,74°/, Br. 
Gef.: 35,96°/, C, 5,26°/, H, 27,03°/, Br. 
— 4,79° x 38,1024 __ 
2X 1,019 x 0,1466 





[p= — 49,74° (in Wasser). 


Anderes Priéparat: 
17 — 2,62° X 2,3142 
“ID = 752 1,0204 XX 0,195 
Das Glucosid schmilzt bei 127—128° (korr.) zu einer 
klaren farblosen Fliissigkeit. Es ist leicht léslich in Wasser, 
Methylalkohol, Alkohol, heifiem Aceton, Essigester und Eis- 
essig, schwer in Ather, kaum in Chloroform, Benzol und 
Petrolither. Es reduziert die Fehlingsche Lésung auch bei 
lingerem Erhitzen nicht. Von Emulsin wird es sehr leicht 
hydrolysiert. 1 Teil Glucosid, in 20 Teilen Wasser geldést, 
mit 0,1 Teil Emulsin und etwas Toluol 24 Stunden bei 36° 
aufbewahrt, war zu 96°/, gespalten. 





= — 49,72° (in Wasser). 


Schhefilich sage ich Friulein Dr. Gerda Anger, die 
alle Versuche des Herrn Severin iiberholte und ergiinzte, 
fiir die Hilfe besten Dank. 
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Stickstoffsparende Substanzen im Stoffwechsel der nervisen 
Zentralorgane. 
Von 
Else Hirschberg und Hans Winterstein. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1919.) 


Bereits in einer vorangehenden Mitteilung ,Uber den 
Umsatz von Fettsubstanzen in den nervésen Zentralorganen‘ ') 
wurde auf die bedeutende N-Ersparnis hingewiesen, welche 
die Zufuhr von Zucker im Ruhe- und Reizstoffwechsel des 
isolierten Froschriickenmarks zu bewirken vermag. Diese 
Beobachtung veranlafite uns zu einer eingehenderen Unter- 
suchung der Frage, welche Substanzen iiberhaupt eine solche 
N-sparende Wirkung auszuiiben vermégen, und in welchem 
Ausmafje der Verbrauch von Gewebsstickstoff durch Zufuhr 
von aufien eingeschrinkt oder ersetzt werden kann. 

Das Untersuchungsverfahren war das gleiche wie bei 
Feststellung des EKinflusses, den die Zufuhr verschiedener 
Zucker auf den Fettumsatz ausiibt. Entweder wurde der 
N-Gehalt der einen Hilfte des isolierten Froschriickenmarks 
sogleich und der der anderen nach entsprechend langem Ver- 
weilen in der auf ihre Wirkung zu untersuchenden Lésung 
festgestellt und der so ermittelte N-Verbrauch mit dem nor- 
malerweise bei Aufenthalt in physiologischer NaCl-Lésung zu 
beobachtenden verglichen, oder es wurde der N-Umsatz bei 
der einen Hialfte des Riickenmarks in gewoéhnlicher physiolo- 
gischer NaCl-Liésung, bei der andern in NaCl-Lésung unter 
Zusatz der betreffenden Substanz unter sonst gleichen Bedin- 





‘) Diese Zeitschr. Bd. 105, S. 1 (1919). 
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gungen untersucht und die absolute Gréfie des N-Verbrauches 
aus dem durchschnittlichen Anfangsgehalt berechnet. Die 
Bestimmung des Stickstoffs erfolgte wie in den friiheren 
Untersuchungen ,Uber den Stickstoffumsatz der nervisen 
Zentralorgane*') nach dem Verfahren von Abderhalden und 
Fodor*). Die Riickenmarke wurden quergeteilt, da, wie 
friiher festgestellt, der N-Gehalt (im Gegensatz zum Fett- 
gehalt) oben und unten gleich grof} ist. 


A. Zucker. 


Zunichst seien ausfiihrlich die Versuche iiber die N-sparende 
Wirkung verschiedener Zucker wiedergegeben, deren Ergebnis 
bereits friiher (a.a.O.) kurz mitgeteilt wurde. Da die Gefif- 
haut fiir Zucker nicht durchgingig ist (vgl. die Unter- 
suchungen , Uber den Zuckerstoffwechsel der nervésen Zentral- 
organe“ *) wurde bei allen diesen Versuchen die Pia entfernt. 
Die Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. In Versuch 2, 4, 7 und 8 wurde der Anfangsgehalt 
an Stickstoff in einem Drittel des in 3 Teile geteilten Riicken- 
marks direkt bestimmt, in den iibrigen ist der Berechnung 
des N-Verbrauchs der durchschnittliche N-Gehalt des piafreien 
Riickenmarks von 1,26°/, zu Grunde gelegt. Alle Zucker- 
lésungen enthielten 0,5°/, Zucker. 

Wie die Versuche 1—5 der Tabelle I zeigen, ist die durch 
Traubenzucker bewirkte Ersparnis an Fettsubstanzen von der 
gleichen Gréfenordnung wie die friiher (a. a. O.) beobachtete 
Ersparnis an Fettsubstanzen und betragt im Ruhestoffwechsel 
ca. 30, im Reizstoffwechsel aber nicht weniger als 80°/, des 
Umsatzes in gewohnlicher NaCl-Lésung. Wie besonders aus 
Versuch 5, in welchem eine Riickenmarkshilfte in Dextrose- 
lésung gereizt, die andere Hilfte desselben Riickenmarks da- 
gegen in zuckerfreier NaCl-Lésung in Ruhe belassen wurde, 
klar hervorgeht, ist der N-Umsatz in Traubenzuckerlésung 
bei Reizung immer noch kleiner als der Ruheumsatz ohne 


1) Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 212 (1918). 
2) Ebenda Bd. 98, S. 190 (1917). 
3) Ebenda Bd. 100, 8S. 185 (1917). 
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Zuckerzufuhr, so daB offenbar der gesamte Erregungsumsatz 
ausschlieBlich durch den Traubenzucker bestritten wird und 
ein Mehrverbrauch an N-haltiger Substanz iiberhaupt nicht 
eintritt, ganz ihnlich, wie dies friiher fiir den Fettumsatz 
gefunden wurde. 


Tabelle I. 

















N-Ver-}| N-Ersparnis 
hl Versuchs-| N-Gchalt in °/, brauch in Zucker- 
mi Versuchs- : lisung 
= | Versuchslisung dauer in in mg Jin %/, des Um- 
3 bedingung | | ; proig satzes 
4 tunden = age os a, jinzuckerfreier 

Beginn Ende |4-24St. Liésung 
1} Dextrose “4 | 1,04 2,2 ee 
pang Ruhe 24 me $e ; 27 
NaCl-Lésung | 0,96 3,0 
) aytroace 7 
2} Dextrose Rul 991) 125 | 1,07 1,9 - 
1 ‘ x“ une a |S iar C ‘ v 
NaCl-Lisung | 0,98 2,9 
3] Dextrose | 123 1,1 cy 
ie Reizung 9 — |} ce 80 
Na Cl-Lésung 3 | 1,05 5,6 
Jextr | 1,20 1,2 
' speed Reizung 8 tee | | 82 
NaC]l-Liésung | 1,02 6,6 
5| Dextrose Reizung te . fp Ogee 27 a 
NaCl-Lésung | Ruhe 8 | 1,14 3,6 
6] Galaktose — 0,95 3,2 
age Ruhe 23'/, = 2 99 ne 
NaCl-Lisung | 1,03 23 
= ore eee | ” 
r Gunaneee Ruhe 93 1.26 | 1,09 a 6 
NaCl]-Lésung 1,08 1,8 
81 Galak | 5 
Celeniaes intlaanie 9g 1,26 1,05 6,3 19 
NaCl-Lésung : 1,00 7,8 
9} Dextrose | 1,08 1,8 
Ruhe 24 a See je 40*) 
Galaktose «0,96 3, 
Yextre | 1,15 3,1 oe 
— Reizung 8'/, — | Me 43*) 
Galaktose | 1,07 2, 











*) N-Ersparnis in Dextrose in °/, des Umsatzes in Galaktose. 


Ganz abweichend gestaltet sich merkwiirdigerweise der 
Kinflu8 der Galaktose (Versuch 6—9). Wihrend dieser Zucker 
im Ruhestoffwechsel unter allen Zuckerarten in starkstem 
Umfange umgesetzt wird?), und dementsprechend auch die 
eréBte Ersparnis an Fettsubstanzen bewirkt, erscheint sein 


1) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 101, S, 248 (1918). 
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Einflufi auf den N-Umsatz nur geringfiigig. In Versuch 6 ist 
der N-Verbrauch in Galaktose sogar betrichtlich gréfer als 
ohne diese, in Versuch 7 ungefahr gleich, und nur in dem 
Reizversuch 8 ergibt sich eine N-Ersparnis von etwa 19°/,. 
Versuch 9, in welchem an einem in 4 Teile geteilten Riicken- 
mark der N-Umsatz bei Ruhe und Reizung in Dextrose- und 
Galaktoselésung verglichen wurde, zeigt, daB in beiden Fallen 
der N-Verbrauch in Traubenzucker um etwa 40°/, geringer 
ist als derjenige in Galaktose. Legt die Ubereinstimmung 
zwischen der durch Dextrose bewirkten Ersparnis an N-hal- 
tigen und an Fettsubstanzen den Gedanken nahe, dafi es sich 
in beiden Fallen um die gleichen Stoffe, namlich um Lipoide 
handelt, so ergibt. das abweichende Verhalten der Galaktose 
das Vorhandensein komplizierterer Verhaltnisse, die sich zur- 
zeit noch nicht iiberblicken lassen. 


B. N-haltige Substanzen. 


Bei Untersuchung des Einflusses N-haltiger Substanzen 
auf den N-Verbrauch waren zwei Fehlerquellen zu beriicksich- 
tigen, einmal die Méglichkeit einer Schadigung der Nerven- 
zentren, die naturgemaf} eine Verminderung des N-Umsatzes 
nach sich ziehen miifite, ohne daf} deshalb von einem Ersatz 
des Gewebsstickstoffs durch den Stickstoff der zugefiihrten 
Substanz die Rede sein kann, und zweitens der Umstand, daf 
die dem Priparat anhaftende oder in dasselbe eingedrungene 
N-haltige Fliissigkeit einen gréferen N-Gehalt (und daher 
geringeren N-Verbrauch) vortaéuschen kénnte. Zur Beseitigung 
der ersten Fehlerquelle wurden dort, wo die Méglichkeit einer 
schidigenden Wirkung vorzuliegen schien, Kontrollversuche 
am Reflexpriparat mit der fraglichen Lésung ausgefihrt, um 
den Einflu{ auf die Reflexerregbarkeit festzustellen, zur Aus- 
schaltung der zweiten Fehlerquelle wurden die aus der N-hal- 
tigen Lésung entnommenen Priparate vor der Untersuchung 
sorgfaltig mit gewéhnlicher NaCl-Lésung abgespiilt und tiber- 
dies die N-haltigen Substanzen in so schwacher Konzentration 
verwendet, daf} die etwa eingedrungenen Mengen ganz aufier 
Betracht bleiben konnten. 
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1. Blut, Serum, Eiweif, Pepton. 


Zwei Versuche mit unverdiinntem Serum von Menschen- 
blut ergaben ein Fehlen jeglichen N-Verbrauchs innerhalb 
24 Stunden. Da aber die Reflexpriiparate eine Schidigung 
ihrer Erregbarkeit zeigten, kann dieses Ergebnis einfach auf 
der Giftigkeit des Serums beruhen. Es wurden daher Ver- 
suche mit NaCl-Lésung angestellt, der einige Tropfen Frosch- 
blut zugesetzt waren; diese Lésung wurde defibriniert und in 
einem Teil der Versuche abzentrifugiert und dann auf ihren 
N-Gehalt untersucht. Zur Ergiinzung dienten einige Versuche 
mit Liésungen von Hiihnereiweif} und von Pepton. Die Resultate 
zeigt Tab. II. Alle Versuche mit Ausnahme von 3 und 8 
wurden an pialosen Riickenmarken angestellt. In Versuch 1 
und 2 ist der Anfangsgehalt an Stickstoff an dem in 2 bzw. 
3 Teile geteilten Riickenmark direkt bestimmt, in allen iibrigen 
Versuchen ist der mittlere Anfangsgehalt von 1,26°/, fiir das 
piafreie und 1,30°/, fiir das piahaltige Riickenmark (vgl. die 
zitierte Arbeit iiber den N-Umsatz) der Berechnung zu Grunde 
gelegt; in den Versuchen 1, 3 und 8, in welchen keine Kon- 
trollversuche mit gewéhnlicher NaCl-Lésung angestellt wurden, 
ist die N-Ersparnis auf Grund des mittleren N-Verbrauchs in 
gewohnlicher NaCl-Liésung von 2,4 mg pro 1 g und 24 Stunden 
berechnet.. Der N-Gehalt der Serum-Kochsalzlésung betrug 
in Versuch 5 0,01°/,, in Versuch 6 0,035°/,, was einem Eiweif- 
gehalt von ca. 0,06 bzw. 0,22°/, entspricht. 

Die Versuche zeigen durchweg eine betrichtliehe Er- 
sparnis in Blut-, Serum- und Eiweifilésungen im Ruhe- und 
teizstoffwechsel, merkwiirdigerweise auch in den Versuchen 3 
und 8, in welchen das (ungeteilte) Riickenmark von der Pia 
umhiillt war, von der man annehmen miiBte, daB sie fiir Ei- 
weil} undurchgingig wire, da sie diese Eigentiimlichkeit gegen- 
iiber Salz- und Zuckerlésungen aufweist. Wir werden der 
gleichen schwer zu erklirenden Erscheinung auch in den fol- 
genden Versuchen wiederbegegnen. In Versuch 6, in welchem 
zu der Serum-NaCl-Lésung auch noch 0,5°/, Traubenzucker 
hinzugefiigt war, summierte sich anscheinend die N-sparende 
Wirkung beider Zusiitze, so dafi der N-Verbrauch hier kaum 
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'/; des normalen betrug. In Peptonlésung hingegen (Nr. 9) 
war der N-Umsatz nicht blofi nicht herabgesetzt, sondern 
sogar erhdht. 

Tabelle IT. 








y-Ver. | N-Ersparnis 
ts Versuchs-]| N_@ehalt in °/ cs in N-haltiger 
Zz Versuchs- Newenalt in “fo | braneh Liésung 
o | Versuchslisung dauer in in mg | in °/, des Um- 
_ PecingUPe | tonden [Zu Be- | am [POLE], Nefreier Li- 
ginn Ende [U.245t. sung 
1 | NaCl-Liésung | 
4+ Froschblut} Ruhe 24 1,33 | 1,16 | 1,7 29 
| 
2 |NaCl+-Blut 9° og | 1,14 0,9 
NaCl — 7 128 | 100 | 23 “ 
3 |NaCl+Blut | Ruhe 23 1,30 | 1,18 | 1,3 46 
| 
NaCl-+ Blut . , on | ea S2 
NaCl Reizung 8"), 1,26 | 100 | 73 30 
& | NaCl+ Serum eae on | 286 4 80 ot 
NaCl Reizung 8 1,26 vo7 | 57 47 
6 | NaCl+ Serum | 1,22 | 0,4 
-+ Dextrose Ruhe 22 1,:6 | 81 
NaCl 107 + 3A 
7 | NaCl+0,1°, | ‘Baa 1,6 
EiweiB Ruhe 23 1,26 | 3U 
NaCl 1,04 | 2,3 
8 | NaCl+-1°/, Ei- 
wei Ruhe 24 1,30 1,19 33 54 
NaCl+-0,5°/, 4,01 7,1 
9 Pepton Reizung 8*/, 1,26 — 
NaCl 1,08 | 5,1 























2. Ammoniumsalze. 


Es wurden untersucht: Ammoniumchlorid, das sich jedoch 
am Reflexpriparat als giftig erwies, so daf} die in einem Ver- 
such beobachtete starke Verminderung des N-Umsatzes nicht 
beweisend erscheint und von weiteren Versuchen Abstand ge- 
nommen wurde, Ammoniumsulfat, das in einer Konzentration 
von 0,01°/, keine schadigende Wirkung auf das Reflexpraparat 
erkennen lief, und Ammoniumglycerophosphat, das in der an- 
gewendeten Konzentration von 0,1°/, gleichfalls ohne Kinflub 
auf das Reflexpriparat zu sein schien. Die Ergebnisse zeigt 








ia 
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die Tabelle III. Versuch 1 ist an einem pialosen Riickenmark 
mit 1,26°/, N-Anfangsgehalt angestellt, alle iibrigen Versuche 
an dem von der GefaéBhaut umhiillten Riickenmark. Der An- 
fangsgehalt an Stickstoff wurde in Versuch 2 direkt bestimmt 
und der normale Mittelwert von 1,30°/, gefunden, der auch 
der Berechnung des N-Verbrauchs in den folgenden Versuchen 
zu Grunde gelegt ist. Ebenso ist in Versuch 2—4 die N- 
Ersparnis unter Zugrundelegung des Normalumsatzes von 
2,4 mg berechnet. 
Tabelle III. 








: . N-Ver-| N-Ersparnis 
s Versuchs-| N-Gehalt brauch | 2 N-haltiger 
4 Versuchs- rauch Lisung 
P- Versuchslisung dauer in in %, in ng | in °/, des Um- 
= bedingung rrolg Satzes 
J 5 Stunden [| am Ende I ‘ 's in N-freier Lé- 
ul, 24 St. sung 
i | Ammon. sulf. 0,01 °/, oe O14 1,12 1,4 46 
Na Cl-Lésung < 1,00 2,6 
2 |} Ammon,sulf, 0,01°/,] Ruhe 24 1,21 0,9 62 
3 1 9/ 7 é 2 
3 ‘ A 0,01 lol Ruhe 92 1,17 1,4 42 
z , 0,02°/, 1,23 0,8 67 
» 9,03 °/ 1,21 0,9 62 
' ' ae °! Ruhe 24 pipe : 
‘ » U,04% 1,26 0,4 83 
d oO; 9 > 
5 . » OEY, oe 71) 1,18 3,8 41 
NaCl-Lisung sida "3 1,10 6,4 
6 | Ammon.-Glycero- 1,15 1,5 
phosphat 0,1°/, Ruhe 24 44 
Na Cl-Lisung 1,03 2,7 
7 | Ammon.-Glycero- 1,19 1,2 
phosphat 0,1°/, Ruhe 22 45 
Na Cl-Lisung 1,10 2,2 




















Wie die Tabelle zeigt, ist durchweg eine betrachtliche 
N-Ersparnis feststellbar, die bei Ammoniumsulfatlésungen von 
0,01—0,03°/, ungefahr */, bis */, des normalen Umsatzes aus- 
macht. Die noch stirkere Ersparnis in 0,04°/,iger Lésung 
diirfte schon auf eine schadigende Wirkung zuriickfiihrbar sein. 
Die GefaSBhaut scheint auch hier keinen EinfluB auf die N- 
sparende Wirkung auszuiiben. — Daf auch die mit Ammonium- 
glycerophosphat zu beobachtende N-Ersparnis auf der Zufubr 
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von Stickstoff und nicht auf einer solchen von Phosphor be- 
ruht, ergab ein Kontrollversuch mit neutralem Phosphatgemisch, 
der keine Verminderung des N-Verbrauches gegeniiber ein- 
facher NaCl-Lésung erkennen lief. 


3. Aminosiuren. 


Die Ergebnisse der mit verschieden konzentrierten Li- 
sungen von Glykokoll, Alanin, Tyrosin und Cystin (samtlich 
von Merck) angestellten Versuche sind in Tabelle IV zu- 
sammengestellt. Alle Versuche sind an von der Gefaéfhaut 
umhiillten Riickenmarken angestellt. Der direkt untersuchte 
Anfangsgehalt an Stickstoff betrug in Versuch 1 und 12 
1,30°/,, in Versuch 2 1,52°/,. Allen iibrigen Berechnungen 
ist der normale Durchschnittswert von 1,30°/, zu Grunde ge- 
legt. Die N-Ersparnis ist in Versuch 1, 2 und 12 auf Grund 
des in diesen Versuchen beobachteten Normalumsatzes von 
1,8 mg pro 1 g und 24 Stunden berechnet. 

Die Tabelle zeigt, daf} alle vier untersuchten Aminosiéuren 
eine Ersparnis von Stickstoff bewirken, jedoch in ungleichem 
Ausmafie: Wiahrend Glykokoll, Tyrosin und Cystin den N-Um- 
satz auf etwa */, des normalen Wertes in physiologischer 
NaCl-Lésung herabdriicken, bewirkt das Alanin in Lésungen 
von gleichem N-Gehalt eine Ersparnis von 50—60°/, sowohl 
in der Ruhe wie bei Reizung. Hierbei ist die Konzentration 
der Lésung offenbar ohne nennenswerten Einfluf}, denn die 
Ersparnis ist in Versuch 3 mit "/,)9.-Liésung ebensogrof wie 
in Versuch 6 mit */,,,, und in dem Reizversuch 8 mit "/,,,- 
Lésung ebensogrof} wie in Versuch 9 und 10 mit "/;,, zugleich 
ein klarer Beweis, dafi die Verminderung des N-Umsatzes 
nicht etwa durch den N-Gehalt der in das Riickenmark ein- 
dringenden oder ihm anhaftenden Liésung bedingt sein kann. 
Die gréBte N-Ersparnis von fast 80°/, wurde auch hier durch 
Kombination von Alanin und Dextrose erzielt (Versuch 11 


und 12). 
4, Phosphatide und Cerebroside. 


Von besonderem Interesse fiir die in den vorangehenden 
Arbeiten schon mehrfach erérterte Frage nach dem Zusammen- 
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Tabelle IV. 


























af N-Ersparnis 
Versuchs-| N-Gehalt N-Ver- in Nbaltiger 
4 Versuchs- brauch Lisung 
é Versuchslisung dauer in in %, in mg | in °/, des Um- 
A bedingung proig satzes 
— Stunden | am Ende oa cy | N-treier Li- 
n, 24 St. sung 
110,02°/, Glykokoll Ruhe 24 1,18 1,2 33 
210/550 . Ruhe 24 1,19 1,3 28 
et n/ . 9 
3) N29g9, Alanin Ruhe 231), rie = 50 
4}n/.,,. Alanin P 1,23 0,7 an 
NaCl Ruhe ad 113° | 17 
512/159 Alanin : 1,24 0,6 : 
Nacl Ruhe 24 113 17 65 
6} n Alanin 1,21 0,9 . 
Nee Ruhe a4 112 | 18 50 
7}/,, Alanin 1,24 0,6 w 
“ Ruhe 24 113 17 65 
8} n/.,. Alanin eee 1,23 2.1 . 
Natl Reizung| 8 113 | 51 s0 
g}n/., Alanin ee 1,21 2,7 we 
NaCl Reizung] = 8 110 | 60 - 
10}2/,, Alanin F ; 1,23 22 oo 
NaCl Reizung TV, 114° 51 57 
11]2/59, Alanin -+-0,5°/, 1,26 0,4 
Dextrose Ruhe 23'/, 78 
NaCl 1,12 1,8 
12{n/,,, Alanin+ 0,5°/, 
Dextrose Ruhe 24 1,26 0,4 78 
13) 2/ Tyrosin 1,14 1,6 - 
al Ruhe ae vo9 | 21 a 
14]4/\509 Tyrosin 1,18 1,2 ‘ 
la Ruhe 23 112 18 33 
15] 4/,5, Tyrosin 1,20 1,0 “ 
NaCl Ruhe 24 114 | 16 o 
16] Tyrosin ‘ - 1,17 4,2 
Nee Reizung} = 7"/s] 110 | 64 at 
17} ca.?) n/ Cystin 1,17 1,3 ad 
18} ca.") D/, 4. Cystin 1,20 1,0 
Nacl Ruhe 24 113. | 17 ‘l 
19} ca.") n/,,.. Cystin . , 1,19 1,1 
aCl Reizung 8'/, 112 18 39 
1) Nicht ganz léslich. : 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CYIII. 2 
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hang zwischen N-Umsatz und Verbrauch von Fettsubstanzen 
mubte die Untersuchung des Einflusses sein, den Lipoide auf 
den N-Verbrauch ausiiben. Es wurden Versuche mit Emul- 
sionen von Lecithin, Protagon und Cerebrin angestellt. Das 
aus Hirnsubstanz dargestellte Lecithin wurde von der hiesigen 
chemischen Fabrik Witte freundlichst zur Verfiigung gestellt, 
Protagon und Cerebrin waren von Merck bezogen. Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt. Versuch 3 und 4 
sind an piafreiem, alle iibrigen an dem von der Gefafhaut 
umhiillten Riickenmark angestellt. 

Wie die Tabelle zeigt, wird durch alle drei Lipoidetott 
eine betrichtliche Verminderung des N-Umsatzes herbeigefiihrt. 
Diese Tatsache muf als iiberraschend bezeichnet werden an- 
gesichts des Umstandes, daf} es sich um in Wasser unldsliche 
Stoffe handelt, von denen man annehmen miifite, daf sie durch 
die schon fiir Salze und Zucker undurchgingige Gefaifhaut 
iiberhaupt nicht eindringen kénnen. Diese letztere ist, wie 
Versuch 3 und 4 zeigen, hierbei véllig belanglos, denn ihre in 
diesen Versuchen vorgenommene Entfernung bewirkt keine 
Vergréferung der N-Ersparnis. Von den untersuchten Stoffen 
zeigte das Lecithin stiirker sparende Wirkungen als das Pro- 
tagon, und die besten Resultate wurden mit Cerebrin erzielt, 
das im Ruhestoffwechsel den N-Umsatz auf 10—20°/, des 
normalen Wertes herunterdriickte. Im Reizstoffwechsel war 
die Ersparnis fast stets erheblich geringer, vor allem beim 
Cerebrin, eine Beobachtung, die vielleicht mit der Tatsache 
in Zusammenhang gebracht werden kann, dafi die Galaktose, 
die einen Baustein dieses Glukosids darstellt, gleichfalls im 
Ruhestoffwechsel in viel héherem Mafe umgesetzt wird und 
die gréSte Ersparnis an Fettsubstanzen bewirkt'). Wie es 
moglich ist, da Stoffe, deren Eindringen nur schwer begreif- 
bar erscheint, einen so grofen Einflufs auf den N-Umsatz aus- 
iiben, mu vorlaufig dahingestellt bleiben, sicher aber wird 
durch diese Versuche unsere friihere Schluffolgerung’) bestatigt, 





1) Vel. diese Zeitschr. Bd. 101, S. 248 (1918) und Bd. 105, S, 1 (1919). 
2) Miinchner med. Wochenschr, §, 1812 (1918). 
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daf} die Lipoide an dem Stoffwechsel der Nervenzentren wich- 
tigen Anteil nehmen und keineswegs blof} einen (bisher fast 
allein beriicksichtigten) Kinflu auf Permeabilitits- oder son- 
stige physikalisch-chemische Verhiltnisse ausiiben. 


Tabelle V. 








N-Ersparnis 
in N-haitig. 























Versuchs- Versuchs- | Versuchs- | N-Gehalt | N-Verbrauch _ Lésung 
_— ne | dauer in “lo in mg p. 1g] in — m- 
in Stunden} am Ende | und 24 Std. | iN feier 
Lésung 

1 Lecithin Ruhe 24 1,24 0,6 73 
NaCl 1,08 2,2 

21 Lecithin Ruhe 24 1,25 0,5 77 
NaCl 1,08 2,2 

3 Lecithin Ruhe 24 1,19 0,7 73 
NaCl 1,00 2,6 

4 Lecithin Ruhe 24 1,20 0,6 73 
NaCl 1,04 2,2 

5) Lecithin Reizung 8 1,22 2,4 72 
NaCl 1,01 &,7 

6 Lecithin Reizung 8 1,20 3,0 56 
NaCl 1,07 6,9 

7 Protagon Ruhe 24 1,23 0,7 67 
NaCl 1,09 21 

8 | Protagon Ruhe 24 1,22 0,8 62 
NaCl 1,09 2,1 

9 Protagon Ruhe 24 1,27 0,3 82 
NaCl 1,13 1,7 

10 | Protagon Reizung 8 1,17 3,9 350 
NaCl 1,10 6,0 

11 Cerebrin Ruhe 24 1,27 0,3 82 
NaCl 1,13 1,7 

12 | Cerebrin Ruhe 24 1,28 0,2 89 
NaCl 1,12 1,8 

13 | Cerebrin Reizung 8 1,20 3,0 44 
NaCl 1,12 5,4 

14 | Cerebrin Reizung 81/, 1,16 4,0 29 
NaCl 1,10 5,6 


























20 Hirschberg u. Winterstein, Stickstofisparende Substanzen usw. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung des Einflusses, den der Zusatz ver- 
schiedener Substanzen zu der umgebenden physiologischen 
- Kochsalzlésung auf den Stickstoffumsatz des isolierten Frosch- 
riickenmarks ausiibt, ergibt, dafi} eine grofie Zahl anscheinend 
unschiidlicher Stoffe eine Verminderung des N-Verbrauches im 
Ruhe- und Reizstoffwechsel bewirkt, die wohl nur als Er- 
sparnis sonst umgesetzter N-haltiger Gewebsbestandteile ge- 
deutet werden kann. 

Von N-freien Substanzen wurden Dextrose und Ga- 
laktose untersucht. Die N-sparende Wirkung der ersteren 
stimmt durchaus mit ihrer fettsparenden Wirkung_ iiberein 
und betrigt etwa 30°/, im Ruhe- und 80 °/, im Reizstoff- 
wechsel. Hingegen ist merkwiirdigerweise die Galaktose, die 
im Ruhestoffwechsel am starksten umgesetzt wird und auch 
die gréfte Fettersparnis bewirkt, auf den N-Umsatz nur von 
geringem Einfluf. 

Von den N-haltigen Substanzen erwiesen sich Frosch- 
blutserum, Hiihnereiweif, anscheinend unschidliche Konzen- 
trationen von Ammoniumsulfat und Glycerinammoniumphosphat, 
Aminosiuren (Glykokoll, Alanin, Tyrosin, Cystin), Phosphatide 
(Lecithin, Protagon) und Cerebrin als wirksame Stickstoff- 
sparer. Hierbei zeigte sich iiberraschenderweise die Gefifi- 
haut belanglos, obwohl man annehmen miifite, dafi diese fiir 
Salze und Zucker undurchgiingige oder schwer durchgingige 
Membran das Eindringen dieser Substanzen verhindert, zumal 
solcher, die wie die Lipoidstoffe in Wasser nicht léslich sind. 
Kine Erklirung dieser Erscheinung kann vorlaufig nicht gegeben 
werden, ebensowenig wie sich tiber die Rolle, welche die Am- 
moniumsalze bei der Verminderung des N-Umsatzes spielen, 
etwas Bestimmtes aussagen lif}t. Unter den Aminosiuren erwies 
sich das Alanin, unter den Lipoiden das Cerebrin als be- 
sonders wirksam, welch letzteres den Ruheumsatz des Riicken- 
marks auf 10—20°/, des gewohnlichen Wertes herabzudriicken 
vermochte. Die Lipoide nehmen mithin anscheinend wichtigen 
Anteil an dem Stoffwechsel der Nervenzentren. 
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Fettsparende Substanzen im Stoffwechsel der nervésen 
Zentralorgane. 
Von 


Else Hirschberg und Hans Winterstein. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1919.) 


Im Anschluf an die in der vorangehenden Mitteilung 
iiber ,Stickstoffsparende Substanzen im Stoffwechsel der ner- 
vésen Zentralorgane‘ ') verdéffentlichten Beobachtungen mufte 
es, besonders in Hinsicht auf die Frage der Beteiligung der 
Lipoide am Stoffwechsel, von Interesse sein, die N-sparende 
Wirkung der Zufuhr N-haltiger Substanzen mit ihrer fett- 
sparenden zu vergleichen, in aihnlicher Weise, wie dies bereits 
friiher*) fiir die Wirkung der verschiedenen Zuckerarten ge- 
schehen ist. Es wurde also in vergleichenden Versuchen die 
Gréfie des ,Fettumsatzes* des der Linge nach?) geteilten 
Riickenmarks ermittelt, dessen eine Hiilfte in physiologischer 
NaCl-Lésung und dessen andere in der auf ihre Wirkung zu 
untersuchenden Lésung von Aminosiuren bzw. Lipoidemulsion 
(bei stiindiger O,-Durchleitung) aufbewahrt worden war. Die 
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
Der ,Fettgehalt* ist so wie friiher in ccm “/,, NaOH pro 1 g 
frischer Substanz angegeben und der Fettverbrauch unter 
Zugrundelegung des in den friiheren Untersuchungen gefun- 
denen mittleren Fettgehaltes von 11,31 cm "/,, NaOH berechnet. 
In Versuch 15, in welchem der Anfangsgehalt an Fett offenbar 
betrichtlich héher gewesen sein muf}, ist die Berechnung der 


) Diese Zeitschr. Bd. 108, 8S. 9 (1919). 
*) Vgl. ebenda Bd. 105, S. 1 (1919). 





+ 
it 
eB 
7 —e 
Pay ae 4 
ib 
a 
FE 
; 
i 





se -acadin diamines ainaienaniaaattinatenaateaiie 


Sentbsinndiapabidentiaantiin nishantbinceamaaiaen 




















99 Else Hirschberg und Hans Winterstein, 
; Aste | Fettersparnis 
“| Versuchs- | Versuchs- ound: . ee “umsatz | = gg 
= lésung bedingung danet in| in com nj. NaOH nn — Um. 
Rs Stunden | "/,,. NaOH prolg i NaCl. 
u. 24 Std. | Lisung 
1} Alanin (2/,..)}| Ruhe 24 9,71 1,61 1,20 43 
NaCl 8,50 2,81 
2} Alanin Ruhe 24 10,00 1,31 1,13 46 
NaCl 8,87 2,44 
3 — Reizung 81/, 9,60 4,83 2,60 39 
va Cl 8,68 7,43 
4 — Reizung 81/5 9,55 4,97 3,19 39 
NaCl 8,42 8,16 
5| Cystin’) Ruhe 24 9,44 1,87 0,24 11 
NaCl 9,20 3,13 
6 — Ruhe 24 10,00 1,31 0,32 20 
va 9,68 1,63 
7 leo Reizung 81/, | 10,20 3,13 0,82 21 
va 9,91 3,95 
8 le Reizung 9 9,50 4,83 0,98 17 
a Cl 9,13 5,81 
9 — Ruhe 24 10,00 1,31 1,43 | 52 
aCl 8,57 2,74 | 
10} Lecithin Ruhe 24 9,20 2,11 1,36 | 39 
NaCl 7,84 3,47 | 
11 an Reizung 81/, | 10,00 3,70 3,39 | 48 
va 8,80 7,09 
12 — Reizung 81/, | 10,74 1,61 3,05 65 
a 9,66 4,66 
13 —— Rule 24 10,33 0,98 0,94 49 
aC 9,39 1,92 
14 a Ruhe 24 10,16 1,15 1,07 48 
a 9,09 2,22 
15} Protagon Reizung 9 11,18 ? 2,24 ? 
NaCl 10,34 
16 ae Reizung 9 10,40 2,43 2,13 47 
a 9,60 4,56 | 
17 — Ruhe 24 9,65 1,66 0,92 | 34 
va 8,73 | 2,58 | 
18 ace Ruhe 24 9,20 2,11 112 | 35 
a 8,08 3,23 
19 —— Reizung 81/, 9,20 5,96 2,96 33 
a 8,15 8,92 
20] Cerebrin Reizung 81/, | 10,40 2,57 2,79 52 
NaCl 9,41 5,36 














*) c@ D/ioo9. (Nicht ganz léslich.) 
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prozentischen Ersparnis, die wegen der Schwankungen des 
Anfangsgehaltes natiirlich durchweg nur einen Schitzungswert 
darstellen kann, unterblieben. | 

Die Tabelle zeigt, dafi} ebenso wie Zucker auch Amino- 
siiuren, Phosphatide und Cerebroside eine Ersparnis an Fett- 
substanzen bewirken, die jedoch im allgemeinen geringer ist 
als die durch die gleichen Stoffe bedingte Ersparnis an 
N-haltigen Gewebssubstanzen, woraus hervorgeht, daf es sich 
bei diesen aufier um eine Ersparnis von Lipoiden auch um 
eine solche von Eiweif} handelt. 
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Die Verwertung von ,Calorose“ im Stoffwechsel 
der nervésen Zentralorgane. 


Von 


Else Hirschberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitiit Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1919.) 


Von der chemischen Fabrik in Giistrow i. M. wurde uns 
ein als ,Calorose* bezeichnetes Invertzuckerpraparat zur Ver- 
fiigung gestellt mit dem Ersuchen, seine Wirkung auf den 
Stoffwechsel der nervésen Zentralorgane zu untersuchen. 

Die auf Veranlassung von Prof. Kausch') von der chem. 
Fabrik Giistrow i. M. hergestellte ,Calorose‘ hat die Aufgabe, 
als Ersatz fiir den zurzeit sehr kostspieligen Traubenzucker 
zu dienen. Sie ist ein durch Kochen von Rohrzucker mit 
Weinsiure hergestellter dicker Sirup, der 73°/, Invertzucker 
(Dextrose und Livulose zu gleichen Teilen), einige Prozent 
Rohrzucker und ca. '/,°/, weinsauren Natriums (durch Neu- 
tralisieren der zur Inversion verwendeten Weinsiéure) enthilt. 
Von diesem Sirup wurde durch Auflésen in physiologischer 
NaCl-Lisung eine 0,5°/, Calorose enthaltende Lésung _her- 
gestellt und deren Wirkung auf den Stoffwechsel des in der 
gewohnlichen Weise priparierten, isolierten Froschriicken- 
marks untersucht, das wegen der Undurchgingigkeit der 
Gefifshaut tiir Zucker*) stets von der Piahiille befreit wurde. 





1) W. Kausch, Die Infusion mit Invertzucker (Calorose). Deutsche 
med. Wochenschrift Nr. 23 (1917). 
*) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 100, S. 185 (1917). 
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A. Der Umsatz von Calorose in der umgebenden 
Lésung. 

Wie bei den friiheren Versuchen mit verschiedenen 
Zuckerarten') mute die zur Zuckerbestimmung verwendete 
Bertrandsche Methode erst auf ihre Anwendbarkeit fiir den 
besonderen Fall gepriift werden. Es ergab sich, dafi Calorose, 
ebenso wie Fruktose und Galaktose, schwicher reduzierend 
wirkt als Traubenzucker. Bei Erhéhung der Kochzeit von 
+ Minuten auf 5'/, Minuten aber konnte die fiir den Trauben- 
zucker festgelegte Tabelle angewandt werden. 

Zu jedem Versuch wurden zwei Riickenmarke verwendet 
und bei den Ruheversuchen 24 Stunden unter Sauerstoffdurch- 
leitung in der Caloroselésung belassen. Die Temperatur betrug 
14—16°C. Vier Versuche ergaben einen Zuckerverbrauch 
von 4,0—4,2 mg pro 1 g u. 24", wihrend je ein mit reiner 
Dextrose und Lavulose unter sonst gleichen Bedingungen an- 
gestellter Kontrollversuch die den friiheren Versuchsergebnissen 
entsprechenden Werte von 5,0 und 5,1 mg lieferte. Der 
Umsatz von Calorose blieb mithin um etwa 20°/, hinter jenen 
der beiden sie zusammensetzenden Monosaccharide zuriick. 

Ungefiaihr der gleiche Unterschied ergab sich gegeniiber 
der Liavulose auch beim Reizstoffwechsel. In zwei Versuchen 
mit mehrstiindiger elektrischer Reizung wurde ein Calorose- 
umsatz von 4,9 bzw. 4,7 mg beobachtet, wihrend der La- 
vulose-Kontrollversuch 6,1 mg ergab. Da nun, wie friiher 
festgestellt, der Umsatz des Traubenzuckers zwar in der Ruhe 
ungefaéhr ebenso grof} ist wie der des Fruchtzuckers, im Reiz- 
stoffwechsel dagegen fast den doppelten Wert erreicht, so 
ergibt sich, dafi} der Traubenzucker in der Calorose viel 
schlechter ausgenutzt wird als in reinem Zustande. 


B. Der Einflu® der Calorose auf den -Stickstoff- 
umsatz. 


Bei den zur Bestimmung des Zuckerverbrauches verwen- 
deten Riickenmarkspriparaten wurde am Schlufi der Versuche 


) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 284 (1918), 
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der N-Gehalt bestimmt, um entsprechend den in der voran- 
gehenden Mitteilung ') veréffentlichten Resultaten die N-sparende 
Wirkung der Calorose zu untersuchen und mit der des Trauben- 
zuckers und Fruchtzuckers zu vergleichen. Der Endgehalt 
an Stickstoff betrug bei den acht untersuchten Riickenmarken 
im Mittel 1,10°/, (1,07—1,12°/,), was bei Zugrundelegung 
des mittleren Stickstoffgehaltes des pialosen Riickenmarkes 
von 1,26°/, einem N-Verbrauch von 1,6 mg pro 1 g und 24! 
entsprechen wiirde. Die Untersuchung von je zwei in Dext- 
rose- bzw. Liivuloselésung gehaltenen Riickenmarken hingegen 
ergab einen mittleren N-Verbrauch von 0,9 bzw. 1,2 mg, also 
einen bedeutend geringeren Wert und eine dementsprechend 
gréfiere Ersparnis. 

In der gleichen Weise ergab der mit elektrischer Reizung 
angestellte Vergleichsversuch zwischen Calorose und Liivulose 
im ersteren Falle einen N-Verbrauch von 4,8 mg, im zweiten 
einen solchen von nur 3,7 mg pro 1 g und 24%, also wiederum 
eine deutlich gréfjere Ersparnis an N-haltiger Substanz. 


Somit ergibt sich, dafi das als ,Calorose‘ bezeich- 
nete Invertzuckerpriparat zwar insofern als Ersatz 
fiir Traubenzucker zu dienen vermag, als es von den 
nervésen Zentralorganen umgesetzt wird und den 
Umsatz N-haltiger Gewebssubstanzen vermindert, 
dafi aber seine Verwertbarkeit im Ruhe- und Er- 
regungsstoffwechsel betrichtlich hinter jener der 
reinen Monosaccharide, vor allem des Traubenzuckers, 
zurickbleibt. 





1) Else Hirschberg und Hans Winterstein, Uber stickstoft- 
sparende Substanzen im Stoffwechsel der nervisen Zentralorgane, Diese 
Zeitschr. Bd. 108, 8. 9 (1919). 











Uber den Stoffwechsel des peripheren Nervensystems. 


Von 


Else Hirschberg und Hans Winterstein. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1919.) 


Lange Zeit ist das Vorhandensein eines Stoffwechsels im 
Nerven angezweifelt worden. Erst H. v. Baeyer’) ist es 
gelungen, das Bestehen eines Sauerstoffbediirfnisses durch die 
Beobachtung nachzuweisen, dafi der Froschnerv in einer O,- 
freien Atmosphire seine Erregbarkeit verliert, um sie bei 
Sauerstoffzufuhr wiederzugewinnen. Andere Schiiler Verworns 
haben in der Folge eine Anzahl von Untersuchungen tiber 
O,-Bedarf, Narkose und Ermiidbarkeit des Nerven angestellt. 
Der erste quantitative Nachweis von O,-Verbrauch und CO,- 
Produktion wurde von Thunberg?) auf mikrorespirometri- 
schem Wege erbracht, und spiiter haben Tashiro und Adams’*) 
mit besonderer Methodik an markhaltigen und marklosen 
Nerven verschiedener Wirbelloser und Wirbeltiere eingehen- 
dere Studien iiber die CO,-Abgabe und ihre Steigerung durch 
Reizung und ihre Herabsetzung durch Narkose angestellt. 
Anderweitige Untersuchungen scheinen nicht vorzuliegen. 

Unsere Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der ner- 





1) H. v. Baeyer, Das Sauerstoffbediirfnis des Nerven, Zeitschr. f. 
allg. Physiol. Bd. 2, S. 169 (1908). 

*) T. Thunberg, Mikrorespirometrische Untersuchungen, Zentralbl. 
f. Physiol. Bd. 18, S. 553 (1904). 

3) S. Tashiro, Carbon dioxide production from nerve fibres, etc., 
Amer. Journ. of physiol. Bd. 32, S. 107 (1913); Tashiro and Adams, 
Studies on narcosis I, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biologie Bd. 1, 
S. 450 (1914). 
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vésen Zentralorgane') legten den Gedanken nahe, mit den 
gleichen Methoden auch den Stoffumsatz des peripheren Nerven- 
systems zu untersuchen und so gleichzeitig Anhaltspunkte fiir 
die Lokalisation der festgestellten Prozesse hinsichtlich grauer 
und weifier Substanz zu gewinnen, da wir in der letzteren 
wohl das gleiche chemische Geschehen wie im _peripheren 
Nerven erwarten diirfen. 

Wir untersuchten daher mit den in den vorangehenden 
Arbeiten mitgeteilten Methoden am Froschischiadicus den im 
Ruhe- und Reizstoffwechsel zu beobachtenden Zuckerverbrauch 
in der umgebenden Lésung, sowie den Umsatz an _ , Fettstoffen‘ 
und an stickstoffhaltigen Substanzen im Gewebe und die Be- 
einflussung des N-Verbrauchs durch Zufuhr von Stoffen. 


!. Zuckerverbrauch des Nerven in der umgebenden Lésung. 


Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. Zu jedem Versuch wurden 2—6 Nerven verwendet. 
Alle Lésungen enthielten 0,5°/, Zucker. 








Tabelle I. Zuckerumsatz. 

R Versuchs- ee 
“ | Versuchs- | Versuchs- Temperatur | brauch in mg 
S lisung bedingungen ea °C ro 1 g Sub- 
= a alia in Stunden ; P 7 
— stanz 

! Dextrose Ruhe 24 11 1,6 

2 " 24 11 1,8 

3 P : 24 16—17 2,9 

4 ‘ 24 17,5—18,5 3,3 

5 i 2 24 20—24 8,5 

6 ‘ Reizung 81/, 15 5,2 

7 , i 8 16 5,0 

8 Livulose Ruhe 24 20—24 3,6 

9} Galaktose ‘ 23'/, 15 3,3 
10 ‘ . 24 15 8,2 
H . m 24 18 3,7 
12 . Reizung 8'/5 15 5,1 





*) Diese Zeitschr. Bd. 100, 8. 














185 (1917); Bd. 101, S, 212 (1918); 


Bd. 101, S. 248 (1918); Bd. 105, S, 1 (1919); Bd. 108, S.9 u, 21 (1919). 
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Wie die Tabelle zeigt, bewirkt die Nervensubstanz in 
der umgebenden Liésung eine deutliche Glykolyse, deren abso- 
luter Wert hinter dem unter den gleichen Bedingungen durch 
das Riickenmark hervorgerufenen allerdings betriachtlich zu- 
riickbleibt, in der Ruhe fiir Dextrose um etwa ’/,, fiir Ga- 
laktose sogar um die Halfte, obwohl dieser Zucker auch beim 
Nerven den gréfiten Ruheumsatz aufzuweisen scheint. Mit 
dem Ansteigen der Temperatur ist eine deutliche Zunahme 
des Zuckerverbrauches feststellbar, der bei einer Temperatur- 
erhédhung um etwa 10° bei der Dextrose auf das Doppelte 
ansteigt. Der Reizstoffwechsel bleibt hinter jenem des Riicken- 
marks noch stirker zuriick als der Ruheumsatz und weist 
fiir Galaktose und Dextrose etwa den gleichen Wert auf, 
analog dem Verhalten der Nervenzentren, bei denen gleich- 
falls die Galaktose eine geringere Verwertbarkeit zum Er- 
regungsumsatz aufweist'). 


Il. Der Umsatz von Fettsubstanzen. 


Kontrollversuche ergaben, daf} die fiir die Nervenzentren 
von uns angewandte Methodik der Fettbestimmung?’) sich auch 
am Nerven als anwendbar erwies. Nach 1?/, stiindigem Kochen 
der Nervensubstanz mit n/10 NaOH ergab die Riicktitration 
Werte, die sowohl untereinander wie mit den durch Verseifung 
des Alkoholextraktes gewonnenen ausreichend tibereinstimmten. 
Die ,Fettwerte* der frischen Nerven, ausgedriickt in ccm 
n/10 NaOH pro 1 g Substanz schwankten zwischen 30,0 (ein- 
mal 29,4) und 31,5 (einmal in einer Doppelbestimmung 33,3 
bzw. 33,7) cem und ergaben (bei Auberachtlassung der aus- 
nahmsweise hohen und niedrigen Werte) als Mittel von 8 Be- 
stimmungen 30,5 ccm. 

Nach 24stiindigem Aufenthalt in physiologischer NaCl- 
Lésung zeigten in zwei Versuchen die Nerven einen um 1 bzw. 
1,29 cem geringeren Fettgehalt als die gleich untersuchten 
desselben Tieres. Ein in physiologischer NaCl-Lésung auf- 
bewahrter Nerv wies einen geringeren Fettgehalt auf als ein 


1) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 253 (1918). 
2) Ebd. Bd. 105, S. 1 (1919). 
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in feuchter Kammer aufbewahrter. Die durch 6 bzw. 61/, Stun- 
den elektrisch gereizten Nerven ergaben in zwei Versuchen 
einen um 1,06 bzw. 0,92 cem geringeren Fettgehalt als die 
gleich lange in Kochsalzlésung in Ruhe belassenen Nerven. — 
Somit zeigt auch der Froschnerv (bei einem fast 3mal so 
grofen ,Fettgehalt* wie das Riickenmark) einen Umsatz von 
Fettsubstanzen, der durch Reizung eine Steigerung erfihrt, 
hinter jenem der Nervenzentren aber sowohl in der Ruhe wie 
bei Erregung sehr erheblich zuriickbleibt’). 


lil. Der Stickstoffumsatz. 
a) Unter gewéhnlichen Bedingungen. 


Die Untersuchung des N-Gehaltes der Nerven erfolgte in 
der gleichen Weise wie beim Riickenmark nach dem Mikro- 
Kjeldahl-Verfahren von Abderhalden und Fodor’). 
Hierbei zeigte sich, dafi die Ischiadici beider Seiten nur 
dann iibereinstimmende Werte lieferten, wenn bei der 
Priparation sorgfiltig darauf geachtet wurde, dali einander 
genau entsprechende Nervenstiicke gewihlt wurden. Ge- 
schah dies nicht, so traten betriichtliche Differenzen auf, 
die offenbar davon herriihrten, dali mit der Aufsplitterung 
des Nerven zum Plexus eine Zunahme der Nervenscheiden- 
massen einhergeht, die ahnlich, wie dies friiher*) fir 
die GefiShaut des Riickenmarks gezeigt wurde, einen gréfieren 
N-Gehalt aufzuweisen scheinen als die iibrige Substanz. Denn 
die Untersuchung des Nervenplexus ergab einen gréBeren 
N-Gehalt als die des Ischiadicusstammes. Bei gleichmaBiger 
Priiparation beider Seiten war die Ubereinstimmung eine 
befriedigende, wie die in Tabelle II angefiihrten Analysen zeigen. 


Tabelle II. N-Gehalt der Nervi ischiadici (+ Plexus) beider 
Seiten in °/, der frischen Substanz. 


1 a 1,44 3 a 1,50 
b 1,49 b 1,45 
2 a 1,44 4 a 1,51 
b 1,40 b 1,55 





4) Vel. Diese Zeitschr. Bd. 105, 8. 1 (1919). 
2) Ehenda Bd. 98, S. 190 (1917). 
3) Ebenda Bd. 101, S. 212 (1918). 
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Die Untersuchung des N-Gehaltes der Ischiadici verschie- 
dener Frésche ergab nun — vielleicht zum Teil aus den eben 
angefiihrten Griinden — so bedeutende Differenzen (1,40 bis 
1,62°/,), dai es nicht méglich war, einen Durchschnittswert 
zu berechnen, der so wie beim Riickenmark der Berechnung 
des N-Verbrauches in den Fallen zu Grunde gelegt werden 
konnte, in denen der Anfangsgehalt nicht direkt ermittelt 
wurde. Dagegen zeigte sich, dafi der aus dem Anfangsgehalt 
und dem Endgehalt nach 24stiindigem Verweilen in physio- 
logischer NaCl-Lésung berechnete N-Verbrauch nur geringe 
Schwankungen aufwies, so da sich ein durchschnittlicher 
N-Umsatz unter normalen Verhiiltnissen berechnen lief, auf 
den die unter verschiedenen Versuchsbedingungen beobachtete 
Steigerung oder Herabsetzung bezogen werden konnte. Die 
Gréfie des N-Umsatzes unter gewoéhnlichen Bedingungen zeigt 
die folgende Tabelle III, in der der Anfangsgehalt des gleich 
nach der Priiparation untersuchten Nerven der einen Seite 


dem Endgehalt des zweiten Nerven des gleichen Frosches . 


nach 24stiindigem Aufenthalt in physiologischer NaCl-Lésung 
bei dauernder Sauerstoffdurchleitung gegeniibergestellt ist. 


Tabelle II]. N-Verbrauch unter gewéhnlichen Bedingungen. 














Lfde. — | i t N -Verbrauch 
Nr. in mg pro lg 
in °/, der frischen Substanz und 24 Std. 

1 1,47 1,30 5 1,8 
- 1,54 1,40 1,4 
3 1,54 1,40 14 
4 1,55, 1,38 17 
a) 1,59 1,48 1,6 
6 1,47 1,30 17 
7 1,40 1,25 15 
8 1,43 1,27 1,6 
Mittel 1,6 











Die Tabelle zeigt, dafi der N-Umsatz unter gewéhnlichen 
Bedingungen zwischen 1,4 und 1,8 mg pro 1 g und 24 Stunden 


1) Nach 22stiindigem Aufenthalt in Na Cl-Lésung (curarisierter Frosch). 
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schwankt und im Mittel 1,6 mg betrigt, mithin um etwa !), 
hinter dem fiir das Riickenmark meist beobachteten mittleren 
N-Verbrauch von 2,5 mg zuriickbleibt. 


b) Bei Reizung. 


Wie beim Riickenmark, so ruft auch beim peripheren 
Nerven die in der gleichen Weise durch rhythmische Reihen 
tetanisierender Induktionsschlige hervorgerufene elektrische 
Reizung eine bedeutende Steigerung des N-Umsatzes hervor. 
Die Versuche wurden in zweifacher Weise angestellt, einmal 
durch direkte Untersuchung des N-Verbrauchs des gereizten 
Nerven, indem der Anfangsgehalt des einen Nerven gleich nach 
der Priparation und der des zweiten nach Ablauf der meist 
8—9stiindigen Reizperiode untersucht wurde, und zweitens 
durch Vergleichung des N-Umsatzes in der Ruhe mit dem- 
jenigen bei Reizung, indem von den beiden Nerven des gleichen 
Frosches der eine gereizt, der andére unter sonst gleichen 
Bedingungen in Ruhe belassen wurde. Die Resultate sind in 
den Tabellen IV und V zusammengestellt. Der ,Erregungs- 
umsatz* ist durch Subtraktion des im Mittel gefundenen oder 
direkt bestimmten Ruheumsatzes vom Reizumsatz berechnet. 


Tabelle IV. N-Verbrauch bei Reizung. 




















i Versuchs- N-Gehalt in °/, N-Verbrauch Er- a 
Ss dauer in | in mg pro 1g} regungs- in °/, on 
“5 | Stunden jzu Beginn | am Ende | und 24 Std.| umsatz | Ryheumsatz. 
1 81/, 150 | 1,38 4,8 3,2 300 
2 83), 147 | 1,31 4,4 2,8 215 
3 8 1,51 | 1,37 4,2 | 2,6 263 
4 7 154 | 1,40 4,8 3,2 300 
5 81/, 140 | 1,27 8,7 2,1 231 
6 81/, 159 | 1,45 4,0 2,4 250 
7 81/, 143 | 1,81 3,4 1,8 213 
| Mittel 4,2 2,6 263 











Die Tabelle zeigt, dai ahnlich wie beim Riickenmark die 
Gréfie des N-Umsatzes bei Reizung auf das 2—3fache des 
Ruhewertes ansteigt. 
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Tabelle V. Vergleich des N-Verbrauchs bei Ruhe und Reizung. 











z Versuchs-} Endgehalt in °/, —— 
$ ceuer in . bei in aaa g 
“3 | Stunden bei Ruhe | Reizung und 24 Std. 
1] 8%, 133 | 1,26 2.0 

2 81/, 140 | 41,88 2.0 

3 81/, 1,30 1,21 35 











c) N-sparende Substanzen. 


Wie beim Riickenmark, so wurde auch beim peripheren 
Nerven der Kinflufi einer gréferen Zahl von Substanzen auf 
den N-Umsatz untersucht, um festzustellen, inwieweit durch 
Zufuhr von Stoffen von aufen her eine Verminderung des 
N-Umsatzes, eine N-Ersparnis, erzielt werden kénnte. Bei 
der Berechnung der absoluten Gréffe der letzteren wurden die 
schon friiher erwaihnten Mittelwerte des N-Umsatzes in phy- 
slologischer Kochsalzlésung von 1,6 mg pro 1 g und 24 Stunden 
in der Ruhe und 4,2 mg bei Reizung zu Grunde gelegt. 


1, Zucker. 


Die in Tabelle VI zusammengestellten Versuchsergebnisse 
zeigen, daf wie beim Riickenmark so auch beim Nerven durch 
Zusatz von Dextrose zur umgebenden Lésung eine sehr bedeu- 
tende Einschrinkung des N-Verbrauchs bewirkt wird, deren 
Gréfe in der Ruhe sich auf 60—70°/, schitzen laBt, wihrend 
in den Versuchen 4 und 5 bei elektrischer Reizung der Mehr- 
verbrauch in gewéhnlicher NaCl-Lésung so grof ist, daf} unter 
Zugrundelegung des aus Tabelle IV abgeleiteten Mittelwertes des 
Reizstoffwechsels der ganze N-Umsatz durch den Zucker auf- 
gehoben erscheint. Geringer ist, wie besonders der vergleichende 
Versuch 7 dartut, die N-sparende Wirkung der Liivulose, und 
die Galaktose vermag ebenso wie bei den Nervenzentren auch 
beim peripheren Nerven wenn iiberhaupt, so anscheinend nur 


in sehr geringem Umfange stickstoffsparend zu wirken. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CYIII. 3 
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Tabelle VI. N-Ersparnis durch Zucker. 
- p ; N-Ver-] N-Ersparnis 
7 Versuchs- Versuchs-} N-Gehalt in */o | brauch gegenuiiber 
« | Versuchslésung vt dauer in in mg NaCl 
os edingung . in mg 
= rs a proig|in mg pro lg 
" ne ae | Ende |¥-24St.| und 24 St, 
1} Dextrose Ruhe 24 1,45 1,40 0,5 ea. 1,1 
2} Dextrose Ruhe 24 — | 145 | 06. 1,0 
NaCl 1,35 | 1,6 
3] Dextrose Reizung 8 1,40 | 1,30 | 3,0 ca. 1,2 
4] Dextrose Reizung 8, , — 1,58 -- 4,5 
NaCl 1,42 
5} Dextrose Reizung 8 — 1,51 a 4,5 
NaCl 1,36 
Lavulose Ruhe 24 1,50 1,43 0,7 ca. 0,9 
Dextrose Reizung 9 — 1,40 — 11,9 (gegen- 
Livulose 1,33 iiber Lavul.) 
8] Galaktose Ruhe 24 1,62 | 1,44 1,8 0 
9} Galaktose Ruhe 24 140 | 1,27 | 1,3 0,3 
10] Galaktose Reizung 9 ~- 1,40 a 0,5 
NaCl 1,35 























2. Serum, Eiweif} und Eiweifbestandteile. 


Wie Tabelle VII zeigt, ergab ebenso wie beim Riicken- 
mark auch beim peripheren Nerven der Zusatz von etwas 
Froschblut oder Serum (Versuch 1—5) eine bedeutende, Zusatz 
von Hiihnereiweif} (Versuch 6) eine geringere Verminderuug 
des N-Umsatzes. Ein Versuch, in welchem bei Zusatz von 
Froschblut iiberhaupt kein N-Verbrauch nachweisbar war, ist 
als méglicherweise fehlerhaft nicht beriicksichtigt. In Ver- 
such 2 und 3 enthielt die Lésung aufer Serum noch 0,5°/, 
Dextrose, ohne daf} jedoch ein deutlicher Einfluf gegeniiber 
den zuckerfreien Serumlésungen erkennbar wire. — Ein mit 
Peptonzusatz am gereizten Nerven angestellter Versuch (Nr. 7) 
zeigte analog dem Ergebnis am Riickenmark gegeniiber dem 
zweiten in Ruhe belassenen Nerven keine Herabsetzung, son- 
dern sogar eine Steigerung des N-Verbrauchs. 

Unter den Versuchen mit Aminosiuren ergab der mit 
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Glykokoll angestellte Versuch 8 keinen deutlichen Einfluf, 
wihrend mit Alanin ganz so wie bei den Nervenzentren eine 
zumal in der Ruhe sehr bedeutende, mit Tyrosin eine geringere 
Ersparnis zu erzielen war. 


Tabelle VII. N-Ersparnis durch Serum, Eiweif und Eiweif- 




















bestandteile. 
r.V N-Ersparnis 
5 Versuchs- | N.Gehalt in %y al ine in N-haltigs 
é Versuchslésung dauer in in mg | in °/,d. mittl. 
5 Stunden |@mAn-| am ]PTOT g “.. NaClLo- 
fang | Ende | ¥- 24St. sung 
1} Froschblut 22 1,47 1,37 ) 31 
2} Serum (ca. 0,2°/, Ei- 
weif -- 0,5°/, Dex- | 
trose) 24 1,55 | 1,48 ]} 0,7 56 
3} Wie in 2 24 1,40 | 1,32 | 08 50 
4} Serum (ca. 0,16°/, Ei- 
weil) 24 1,50 | 1,42 | 08 50 
5} Serum (ca. 0,18°/, Ei- 9 1,49 | 1,40 | 2,4 43 
weif) (Reizung) | 
6] Hiihnereiweifs (0,1 °/,) 231/, 1,37 | 1,25 | 1,2 25 
7| Pepton (0,5 °,) sy, | — | 1,92 | 61 a 
NaCl (Reizung) | 1,29 | 4,2 
8] 0/599 Glykekoll 24 1,40 | 1,26 | 1,4 — 
9] n/,, Alanin 24 1,47 | 1,41 | 0,6 63 
10] 0/,,, Alanin 24 1,45 | 1,40 | 0,5 69 
11] n/,,, Alanin 9 1,47 | 1,40 | 1,9 55 
(Reizung) 
12] 0/,5.9 Tyrosin 22 — 1,46 | 1,0 38 
NaCl 1,40 | 1,6 
13] 0/55. Tyrosin 7"/o — 1,37 | 2,0 52 
NaCl 1,30 | 4,2 

















3. Phosphatide und Cerebroside. 


Die Resultate sind in Tabelle VIII zusammengestellt. 
Meist wurden die Werte des N-Verbrauchs in gewodhnlicher 
NaCl-Lésung und in solcher mit Zusatz der betreffenden Sub- 
stanz miteinander verglichen und die absolute Gréfie des Um- 
satzes unter Zugrundelegung der mittleren Ruhe- bzw. Reiz- 
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werte des N-Verbrauchs berechnet. In den Cerebrinversuchen 
Nr. 7 und 8 ist die Gréfe des N-Umsatzes direkt bestimmt. 
indem der eine Nerv gleich nach der Priiparation untersucht 
wurde. Die Tabelle zeigt, daf} wie beim Riickenmark so auch 
beim Nerven der Zusatz von Lecithin, Protagon und Cerebrin 
eine sehr bedeutende Verminderung des N-Umsatzes herbei- 
fiihrt, der in einigen Fallen (Versuch 2, 4, 6, 7) bis auf die 
Fehlergrenze herabgedriickt wird. 


Tabelle VIII. N-Ersparnis durch Emulsionen von Phosphatiden 
und Cerebrosiden in Kochsalzlisung. 





























N-Ersparnis 

Versuchs-} End- Bercchneter N-Ver- | in N-haltige: 

2 | Versuchs- | Versuchs- Lésung 

é dauer in | gehalt | brauch in mg pro 1g [in °/, des Um- 

S losung bedingung satzes 

4 Stunden | in °%, und 24 Stunden in NaCl-Lé- 

sung 

1 | Lecithin Ruhe 24 1.46 1,6 —1,1 = 0,5 69 
NaCl 1,35 1,6 

2 | Lecithin | Reizung 8 1,46 14,2—(3 1,2)=0,6 &6 
NaCl 1,34 4,2 

3 | Lecithin | Reizung 8 1,40 | 4,2-—(81)=1,2 71 
NaCl 1,30 4,2 

4 |Protagon}] Ruhe 24 1,54 1,6—1,4=0,2 88 
NaCl 1,40 1,6 

5 | Protagon | Reizung 7/o | 1,40 4,2—1,9=2,3 45 
NaCl 1,34 4,2 

6 | Cerebrin Ruhe 24 1,49 0 100 
NaCl 1,32 1,6 

7 | Cerebrin Ruhe 24 1,51 0,4 75 
Cerebrin | Reizung 8 1,37 3,0 29 


Zusammenfassung. 


Der Stoffwechsel des peripheren Nerven wurde mit den 
gleichen Methoden untersucht wie in den vorangehenden Ar- 
beiten jener der nervésen Zentralorgane. Wie das isolierte 
Froschriickenmark, so bewirkt auch der Nervus ischiadicus 
des Frosches einen Umsatz von Zucker in der umgebenden 
Lésung und verbraucht Fettstoffe und stickstoffhaltige Sub- 
stanzen der eigenen Gewebe. Alle diese Vorginge werden 
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auch beim Nerven durch elektrische Reizung sehr bedeutend 
gesteigert. Auch beim Nerven werden unter den Mono- 
sacchariden in der Ruhe Galaktose, bei Reizung Glukose am 
meisten umgesetzt, welche letztere auch hier die gréfite Er- 
sparnis im Stickstoffumsatz zu bewirken vermag. Von den 
zu der umgebenden Liésung zugesetzten N-haltigen Substanzen 
erwiesen sich auch beim Nerven Alanin, Lecithin, Protagon 
und Cerebrin als die besten Stickstoffsparer. 

Somit sind die zwischen dem Stoffwechsel des peripheren 
und des zentralen Nervensystems feststellbaren Unterschiede 
anscheinend in der Hauptsache quantitativer Natur, indem der 
erstere um etwa '/, bis '/, hinter jenem des letzteren zuriick- 
bleibt. — Nimmt man an, da das Froschriickenmark zu un- 
zefiihr gleichen Teilen aus grauer und weifjer Substanz be- 
steht, und dafi die chemischen Prozesse in der letzteren mit 
jenen im peripheren Nerven iibereinstimmen, so wiirde sich 
ergeben, dafi der Stoffwechsel der grauen Substanz etwa 
2—5mal so grof} ist wie der der weifien. 
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Zum Nachweis des Selens 
im Menschen-, Tier- und Pflanzenorganismus. 
Von 


Th. GaSmann, Ziirich. 


(Der Redaktion zugegangen am 2, August 1919.) 








Der Umstand, dafi mir erst anfangs Juli 1919 die Ver- 
éffentlichung’) des Aufsatzes ,Findet sich Selen im pflanzlichen 
und tierischen Organismus?* von R. Fritsch, Assistent bei 
Herrn Professor Dr. E. Winterstein, zur Kenntnis gekommen 
ist, brachte es mit sich, daf} ich die Korrektur und Wider- 
legung desselben anscheinend spit der Redaktion iibergeben 
konnte. 

Selen ist in der Knochen- und Zahnasche, ebenso in 
der Pflanzenasche in oxydischer, komplexer Form’) vor- 
handen, in einer Form, die das Selen nicht auf dem einfachen 
Wege durch Bildung der selenigen Saéure und Reduktion 
dieser Verbindung mittels Zinnchloriir oder Schwefeldioxyd zu 
Selen nachweisen ]éBt. Um dies zu erreichen, mu vorerst 
der oxydische Selenkomplex aus der Asche herausgeschilt 
und sodann, wie ich in folgendem in gedringter Kiirze dartue, 
etappenweise verarbeitet werden. 

Werden 5g rein weifie Knochen- oder Zahnasche, ebenso 
Pflanzenasche 2 Tage mit absolutem Alkohol digeriert, so 
enthilt der gut filtrierte, klare, alkoholische Auszug den auf- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 104, Heft 1 (1918). 
*) Nach meinen bisher gemachten Beobachtungen ist es méglich. 
daB dem Selenkomplex vor der Veraschung der Substanz die Forme! 


(°°) se zukommt, wobei letztere auf Grund von Analysen mit einer or- 


SeO 
ganischen Komponente, dem Lecithin, in Verbindung stehen diirfte. 
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gelésten Selenkomplex und das Magnesium. Der beim 
Verdampfen der alkoholischen Liésung im Porzellantiegel ver- 
bleibende sirupartige, briunlichgelbe Riickstand wird gelinde 
erhitzt, bis er braiunliche Farbe angenommen hat, und sodann 
in Kénigswasser gelést. Durch Behandeln dieser Lésung — 
der Uberschuf von Siure wird selbstredend entfernt — mit 
Schwefelwasserstoff wird der Selenkomplex unter Bildung 
eines gelben Niederschlags vom Magnesium getrennt. Oxy- 
diert!) man diesen gelben Niederschlag mit starker, rauchen- 
der Salpetersiure und fallt die dadurch gebildete Selensiure, 
die noch in Verbindung mit einer oxydischen Form des Selens 
steht, mit Silbernitratlésung, so scheidet sich sofort ein 
voluminéser, weifigrauer Niederschlag ab, dessen Abbau als 
Endprodukt braunes Selenoxyd ergibt. Letzteres kann, wenn 
es mit Wasser so lange ausgewaschen wird, bis im Filtrat 
kein Silber mehr nachgewiesen werden kann, nach 2 Metho- 
den zu Selen reduziert werden. 

1. Filter samt Selenoxydniederschlag werden im Por- 
zellantiegel verascht, der Riickstand mit 10 ccm Wasser ge- 
linde erwarmt und filtriert. Die klare Lésung enthalt das 
Selenoxyd, das beim Verdampfen der Fliissigkeit als weife, 
kristalline Masse zuriickbleibt. Mischt man dieser etwas 
metallisches Natrium bei, so tritt nach einiger Zeit besonders 
beim Erwiarmen eine duferst fein verteilte schwarze, auch 
etwa rotbraune Abscheidung von Selen in die Erscheinung. 

(In analoger Weise laéfit sich auch das braune Selen- 
oxyd reduzieren, insofern sémtliches Silbernitrat durch Dekan- 
tieren entfernt worden ist.) 

2. Das braune Selenoxyd wird auf dem Filter durch 
Erhitzen in Kénigswasser gelést und die Lésung vollstindig 


*) Der Analysengang ist von hier ab bis zur Selen- bzw. Selen- 
oxydabscheidung derselbe, wie ich ihn bereits Diese Zeitschr. Bd. 98, 
S. 188, 184 beschrieben habe und wie er demnichst in einer zur Druck- 
legung aufgelegten Arbeit erscheinen wird. Neu ist dabei nur, daB die 
am Schlusse der Analyse dargestellte salpetersaure Lisung zwecks voll- 
stindiger Abscheidung des SeO unter Zugabe einiger Tropfen Silber- 
nitratlésung bis zum Kochen erhitzt wird. 
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eingedampft. Der schwach briunlich aussehende Riickstand 
wird mit wenig Wasser gelinde erwirmt und im Reagens- 
glas unter Zugabe von wenig Natriumhydroxyd bis zum 
Kochen erhitzt. Die hier zu Tage tretende Selenabscheidung, 
ebenfalls von schwarzer, auch etwa rotbrauner Farbe, ist erst 
nach 24 Stunden infolge ihrer iufierst feinen Verteilung 
deutlich bemerkbar. 

Beide Reduktionsmethoden eignen sich, da hierbei zu 
sehr mit Verlusten zu rechnen ist, nur fiir die qualitative 
Bestimmung des Selens. 

Fiir die quantitative Bestimmung kommt das Selenoxyd 
in Betracht. 

Unterzieht man die einzelnen Phasen der Analyse einer 
eingehenden Beurtéilung, so gelangt man zu der Uberzeugung, 
dafi sie auf Grund von Literaturangaben bekannten chemischen 
und physikalischen Eigenschaften des Selens und seinen Ver- 
bindungsformen entsprechen. 


Als soleche sind zu nennen: 


1. Die Léslichkeit des Selens bzw. des oxydischen Selen- 
komplexes in Alkohol (ein bekanntes Verhalten des 
Selens, ebenso des Selendioxydes gegeniiber Alkohol). 

2. Der sirupartige, briaiunlichgelbe eingedampfte Riickstand 

des in Alkohol gelisten Selenkomplexes entspricht Vor- 

giingen, wie man sie beim Selendioxyd wiederfindet. 

- Der durch Behandeln dieses in Kénigswasser gelésten 

braunen Riickstandes mit Schwefelwasserstoff erhaltene 

gelbe Niederschlag ist charakteristisch fiir den Nach- 
weis des Selens. Im Zusammenhang damit diirfte 
die Bildung einer selenigen Siiure stehen, die indes 
noch in Verbindung mit einer oxydischen Form des 

Selens sich befindet. (Ihre nihere Untersuchung ist 

im Gange.) 

4.In analogem Sinne ist auch die Bildung der Selensiiure 
aufzufassen. 


2 


Sie tritt nicht als gewodhnliche Selensiiure auf, sondern 
in Verbindung mit einer oxydischen Form des Selens, wo- 
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durch die leichte Fallung derselben mit Silbernitrat ermég- 
licht wird und eine Verfliichtigung von Selen beim Gliihen 
des Silberniederschlages nicht in Betracht kommen kann. 

Dies hat Fritsch vollstandig iibersehen, d. h. einer Kritik 
Raum gegeben, die eigentlich als gegenstandslos zu bezeich- 
nen ist. Auch dann noch, wenn im vorliegenden Falle nur 
Selensiiure bzw. Silberselenat vorlige, so wire die Behauptung 
von Fritsch, dali solche Salze beim Gliihen sich zersetzen 
umd nur Spuren von Selen zuriicklassen, auf Grund von Lite- 
raturangaben unzutreffend. Nach diesen‘) ertragen im Gegen- 
satz zu Fritsch die Selenate meistens die Gliihhitze ohne 
Zersetzung. 

Die von Fritsch angehobene Kritik*) meiner Selendioxyd- 
oxalsiure*) kann ich fiiglich tibergehen, da Fritsch keine 
experimentelle Nachpriifung derselben vorgenommen hat; 
seine Erwigungen sind somit nur theoretischer Natur, die 
aber im direkten Widerspruch zum Experiment stehen. 

Meine friihere Methode zur Bestimmung des Selens in 
der Asche hatte den Nachteil, dafi sie zu ihrer Durchfiihrung 
ein grofies Untersuchungsmaterial (50 g) — fiir Pflanzenaschen 
eine auberordentlich miihsam zu erreichende Menge — be- 
nétigte, wobei trotzdem die Ausbeute an Selen aufierst ge- 
ring war. Diese Nachteile habe ich nunmehr _beseitigen 
kénnen, wodurch eine wesentliche Verbesserung meiner frii- 
heren Methode eingetreten ist. 


') Gmelin-Kraut’s Handbuch der anorg. Chemie Bd. 1 Abt. I, 
S. 780 (1907). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 104, Heft 1, S. 64 (1918). 

%) Diese Zeitschr. Bd. 100, Heft 3 und 4, 8. 209 (1917). 

















Uber die Hefenucleinsiure. 
Von 


H. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1919.) 


Wihrend iiber die Zusammensetzung und den allgemeinen 
Aufbau der Nucleinsiure aus der Thymusdriise wohl im grofien 
und ganzen Einstimmigkeit herrscht, sind die Ansichten iiber 
die genauere Formulierung der Hefenucleinsiiure noch geteilt. 

Nach den Untersuchungen von Frau Kowalevsky’), die 
sich auf quantitative Bestimmungen der einzelnen Spalt- 
stiicke stiitzt, muf} der reinen Hefenucleinsiure die Forme! 
C,, Hy, 0.3 N,, P; zugeschrieben werden. Die Siure ist zu- 
sammengesetzt aus je 1 Molekiil Guanin, Adenin, Cytosin und 
je 3 Molekiilen Pentose und Phosphorsiure. 

C,H,;N,O + C,H,N,; + C,H;,ON, + 3 C,H,,0; + 3 H,PO, 
(Guanin) (Adenin)  (Cytosin) (Ribose) 
= Cog Hy» Oo5N,3P; + 6 H, O. 

Levene und Jacobs*) kommen dagegen im Verlauf ihrer 
Untersuchungen der Hefenucleinsiure zu dem Schlufi, dafi sie 
aus 4 stickstoffhaltigen Spaltstiicken, Guanin, Adenin, Cytosin 
und Uracil, und aus je 4 Molekiilen Pentose und Phosphor- 
siiure bestehe. Sie formulieren ihre Ansicht kurz in folgender 
Gleichung: f 
C;H;N,O + C;H;N; i C,H; ON; i C,H,O,N, -+|- 4 C,H, 0; + 4 H,; PO 
(Guanin) (Adenin) (Cytosin) (Uracil) (Ribose) 

= Cys Hy, On, Ni, Py + 8 HO. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 69, S. 263. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 17, 8. 122. Berichte Bd. 43, 8. 3151 (1910). 
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Das Uracil, das bei der Spaltung der Nucleinsiure immer 
neben dem Cytosin durch Ammoniakabspaltung entsteht, ebenso 
wie Xanthin aus Guanin und Hypoxanthin aus Adenin, halten 
sie in diesem Falle fiir ein primares Spaltprodukt, trotzdem 
die Ausbeuten an Uracil, die von Frau Kowalevsky gefunden 
wurden, gréfier waren, als sie sich aus der Leveneschen 
Formel ergeben und trotzdem auch zweitens die Resultate der 
quantitativen Ammoniakbestimmung gegen einen solchen Schlub 
sprachen. 

Wir haben nun noch einmal unternommen, eine Lésung 
der strittigen Frage zu finden, denn es besteht noch folgende 
Méglichkeit, die die vorhandenen Unstimmigkeiten erklaren 
wiirde: 

Fast allgemein wird als Ausgangsmaterial fiir die Unter- 
suchungen an der Hefenucleinsiure das Praiparat benutzt, das 
die Firma C. F. Boehringer & Séhne in Mannheim in den 
Handel bringt. Nun wiire es immerhin méglich, dafi das Pri- 
parat, das ja aus einem im lebhaften Stoffwechsel befindlichen 
Medium, der lebenden Hefe, gewonnen wird, nicht einheitlich 
wiire, sondern neben der reinen Nucleinsaure, vielleicht in 
wechselnden Mengen, Kérper enthielte, die schon durch geringe 
hydrolytische Spaltungen, z. B. durch Ammoniakabspaltung an 
der Cytosingruppe, verindert waren oder die durch anders 
verlaufende Spaltungen durch die an Fermenten aller Art reiche 
Hefe schon in einfachere Kérper zerlegt wiren. 

Es wurde also eine genauere Untersuchung dieses Aus- 
gangsmaterials in Angriff genommen und das Priparat in ver- 
schiedene Fraktionen zerlegt. Als Kriterium der einzelnen 
Fraktionen galt uns das Verhialtnis von Phosphor zu Stickstoff, 
dessen Werte schon durch geringe Differenzen im P- und N- 
Gehalt deutlich und stark beeinfluft werden. Gaben simt- 
liche Fraktionen iibereinstimmende Werte, so war die Wahr- 
scheinlichkeit grofi, da es sich um ein einheitliches Aus- 
gangsmaterial handelte; ergaben sich dagegen gréfiere Unter- 
schiede in der Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen, so 
muBte man doch an das Vorhandensein verschiedener Korper 
im Ausgangsmaterial denken. Die nicht miteinander iiberein- 
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stimmenden Resultate der verschiedenen Forscher hitten dann 
eine ausreichende Begriindung gefunden in dem in seiner Zu- 
sammensetzung wechselnden Ausgangsmaterial. 

Fiir die folgenden Untersuchungen wurde ein Priparat 
von hefenucleinsaurem Natrium benutzt, das uns von der Firma 
C. F. Boehringer & Séhne in Mannheim’) freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellt war. Es gab bei der Analyse folgende Werte: 
(Samtliche Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl, 
die Phosphorbestimmungen nach Neumann ausgefiihrt.) 


0.1753 (lufttrocken) neutralisieren 17,6 ccm 1/,,H,SO, = 14,06 °/o.N 
0,2097 ( : ) ¥ 20,95 , 1/,,H,SO, = 13,95 %/o N 
0,1863 ( ‘ ) ™ 186 , 38/,,.H,80, <= 1896°> N 
0,20383 ( ‘ ) " 208 , 2/,NeG = 7,98°, P 
0.1957 ( - ) ‘ ai,t , B/, MeO = 756°, P 
0,2405 ( ” ) ‘ 34,2 , 0/,NaOH = 7,88°/, P 


Im Mittel sind gefunden 14,00 °/, N und 7,90 °/, P, daraus 
berechnet sich ein Verhiltnis von P: N=1:1,77. Frau Ko- 
walevsky hatte bei ihren Bestimmungen in einem gleichen 
Priparat, das bis zur Gewichtskonstanz getrocknet war, friiher *) 
16,16 °/, N und 8,65 °/, P gefunden, woraus sich P: N = 1:1,87 
ergibt. 

Je 50 g hefenucleinsaures Natrium wurde in etwa 1 | 
Wasser gelést und die Liésung mit basischem Bleiacetat aus- 
gefillt. Das Filtrat gab dann mit Bleiessig und Ammoniak 
keinen Niederschlag mehr und enthielt nur noch spurenhaft 
Phosphor. Die Bleifallung wurde abfiltriert, ausgeprefit und 
durch dreimaliges Verreiben mit Wasser sorgfaltig ausge- 
waschen. Dann wurde sie in Wasser zu einem diinnen Brei 
aufgeschwemmt und mit Natriumkarbonatlésung zersetzt; hier- 
bei schied sich das Bleikarbonat als schwerer pulveriger Nieder- 
schlag ab. Es wurde abfiltriert und die bleifreie Lésung im 
Vakuum bei niederer Temperatur wieder auf etwa 500 ccm 


eingeengt. Nun wurde mit Essigsiure schwach angesiuert, 


1) Wir sprechen der Firma auch an dieser Stelle unsern besten Dank 


fiir ihr freundliches Entgegenkommen aus. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 69, S. 248. 
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die Kohlensiiure vertrieben und die Lisung mit einer gesittigten 
Baryumacetatlisung versetzt. Es fiel ein flockiger weiber 
Niederschlag, der abgetrennt wurde und der sich zum gréften 
Teil beim vorsichtigen Erwirmen in Wasser wieder aufléste. 
Beim Erkalten schied sich aus der klar filtrierten Lésung ein 
Teil des Niederschlages wieder aus, der nach dem Trocknen 
mit Alkohol und Vertreiben der letzten Reste Alkohols im 
Exsikkator 5 g betrug (Teil A). 


Das Filtrat von A wurde wieder mit gesittigter Baryum- 
acetatlésung versetzt. Hierbei fiel nach lingerem Stehen ein 
weiterer Niederschlag aus, der durch Zentrifugieren von der 
Fliissigkeit getrennt wurde. Der so erhaltene Niederschlag 
konnte ebenfalls zum gréften Teil in heifjem Wasser wieder 
gelést werden. Er wurde dann mit Alkohol aus der klar 
filtrierten Lésung niedergeschlagen und getrocknet: Teil B 
(5 g exsikkatortrocken). 

Das Filtrat von dem mit Baryumacetat erzeugten Nieder- 
schlage wurde mit Alkohol versetzt, solange noch ein Nieder- 
schlag entstand. Auch dieser Niederschlag liste sich zum 
gréBten Teil in heifiem Wasser und konnte durch Alkohol aus 
der Lésung wiedergewonnen werden: Teil C (exsikkator- 
trocken 5 g). 

Die siimtlichen in heiBem Wasser unléslichen Riickstinde 
wurden nun vereint und mit sehr verdiinnter Natronlauge be- 
handelt. Es ging fast alles in Liésung, die klar zentrifugierte 
Liésung wurde mit Essigsiure schwach angeséuert und gab 
beim Stehen iiber Nacht einen weifien, auBerst voluminésen 
Niederschlag, der die ganze Fliissigkeit erfiillte. Dieser Nie- 
derschlag, dessen Gewicht duferst gering war, wurde ab- 
zentrifugiert und das Filtrat mit Alkohol gefillt: Teil D (ex- 
sikkatortrocken 10 g). Der auch in verdiinnter Natronlauge 
unlésliche Teil wurde fiir sich untersucht, Teil E (exsikkator- 
trocken 2,5 g). 


Nunmehr wurde in simtlichen Fraktionen das Verhiltnis 
von P: N bestimmt (fiir die Analysen wurden die exsikkator- 
trockenen Substanzen benutzt): 
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Teil As 


Teil Bs: 


Teil C: 


Teil D: 


Teil E: 


Uberblickt man die gefundenen Werte fiir das Ver- 


H. Steudel und E. Peiser, 


0,2154 neutralisieren 25,7 ccm 1/, NaOH 


0,2121 ‘ 25,2 , n/,NaOH 
0,2239 - 22,1 , n/,,H,SO, 
0,2140 ; 21,1 , 1/,,H,SO, 


Im Mittel sind gefunden: 6,60°/, P und 
PH ax 1:30. 
0,1968 neutralisieren 21,7 com /, NaOH 


0,2244 : 24,6 , 1/, NaOH 
0,1946 : 14,5 , /,,H,SO, 
02150 - , 15,9 , 1/,,H,SO, 


Mittel: 6,09 %/, P, 10,89°/, N. 


P:N = 1: 1,80. 


0,2170 neutralisieren 20,1 ccm 1/, NaOH 


0,2207 : 20,8 , 1/, NaOH 
0,2108 ‘ IB ». Matse?, 
0,1971 : 115 , ueH,80, 


Mittel: 5,17°/, P, 817°, N. 
P:N=1:1,58. 


0,2342 neutralisieren 21,1 com »/, NaOH 


0,2025 , 184 , n/, NaOH 
0,2121 é 13,9 , 0/,,H,SO, = 
0,2140 ‘ 142 , n/,,H,SO, = 





6,61°/, P 
6,589, P 
= 18,82), N 
= 13,79), N 
18,80 °/, N. 


= 611%, P 
6,07 /, P 
10,43 °/, N 
= 10,35, N 


ll il 


= 5,13°/, P 
= 5,22°/, P 
= 817°, N 
= 817%, N 


Mittel: 5,01 °/, P, 9,23 °/, N. 


P:N oe 1: 786. 
0,2140 neutralisieren 17,1 com 1/, NaOH 


0,1928 , 15,0 , /, NaOH 
0,2152 : 5,8 , 0/,H,SO, 
0,1845 : 5,0 , 1/,,H,SO, 


Mittel: 4,37 °/, P, 3,78°/, N. 
P:N = 1:0,87. 


hiltnis P: N 


so ergibt sich ohne weiteres, dafi das untersuchte Priaparat 
keine gleichmaiSige Zusammensetzung hat, sondern daf ver- 


A. P:R 1:80 
B. P:N = 1:1,80 
C P:N = 1:158 
D. P:N = 1:1,84 
E. P:N = 1: 0,87, 


—= 443°, P 
4,319/, P 
3,779/, N 
3,799), N 
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schiedene Kérper darin enthalten sein miissen. An eine Ver- 
inderung des Praparates durch die analytische Fraktionierung 
ist wohl kaum zu denken: es handelt sich ja durchweg um 
Operationen, die die Hefenucleinsiure nicht angreifen und die 
ganz harmlos sind: Bleifallung, Zersetzung mit Natriumkarbonat, 
Baryumacetatfillung; auch das Erwirmen der Baryumsalze 
in neutraler Lésung kann eine Spaltung oder Verinderung der 
Hefenucleinsiure nicht bewirken. 

Um nun einen weiteren Einblick in die einzelnen Fraktionen 
zu gewinnen, haben wir zuniichst die Fraktion A niiher unter- 
sucht. Die Substanz wurde bei 56° und 0,1 mm Druck bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und gab dann folgende 
Zahlen: 


),1814 neutralisieren 18,7 ccm 4/,,H,SO, 14,43 °/, N (Kjeldahl) 


0,1829 . 188 , 2/,,H,SO, = 14,39, N ( ) 
0,1743 ‘ 23,3 , 0/,NaOH = 7,41°/, P (Neumann) 
0,1831 js 243 , n/,NaOH = 7,85, P ( . ) 


0,1886 gaben 0,0542 g BaSO, = 16,91 °/, Ba 
01888 , 0,0544 g BaSO, = 16,95°/, Ba 
0.1846 , 0,1877 CO, und 0,0558 H,O = 27,74°/, C und 3,36°/, H 
01988 , 0,1986CO, , 0,0557 H,O = 27,95°/, C , 3,138°, H 


Berechnet fiir Gefunden: 
(Cog Hy Org Ny 3 P5)q Bas: 
28,14°, C 27,74, 27,95 %/, C 
3,18 °/, H 3,36, 3,13°/, H 
14,73 °/, 14,43, 14,39 °/, N 
7,53 °/, P 7,41, 7,35°/, P 
16,66 °/, Ba 16,91, 16,95 °/, Ba 


Die Fraktion A besteht also aus dem Baryumsalz der 
Hefenucleinsiure C,,H,,0,,N,,P; — die Levenesche Formel 
paBt nicht zu den gefundenen Werten; aus ihr (C,, H,, Ba, O,, 
N,;P,) berechnen sich folgende verlangte Werte: 


28,95 °/, C, 2,89 °/, H, 18,87 %/, N, 7,87, P, 17,45 °/, Ba. 


Fiir die Fraktionen B, C und D haben wir bisher eine 
einfache Liésung nicht gefunden, sie scheinen uns noch Ge- 
menge stickstoffreicherer und stickstoffirmerer Produkte zu 
sein; das Verhaltnis P : N kann hier wohl Fingerzeige geben, 
die Bestimmung der andern Elemente lift sich aber noch 
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nicht zu einem Gesamtbilde vereinigen. Dagegen halten wir 
die Fraktion E fiir die von Levene beschriebene Uridin- 
phosphorsiure, fiir die sich ein Verhiltnis von P : N = 1: 0,90 
berechnet, wihrend wir 1: 0,87 in unserem Priiparat gefunden 
haben. 

Es kann nach den eben beschriebenen Resultaten gar 
keinem Zweifel mehr unterliegen, daf} das von uns untersuchte 
Priiparat eine Nucleinsiure von der Formel C,, H,,0,;N,, P,, 
der von Frau Kowalevsky aufgestellten Formel der Hefe- 
nucleinsiure, enthalten hat und da daneben noch einfachere 
Nucleinsiure, etwa vom Typus der Uridinphosphorsiure, vor- 
kommen. Nun erkliren sich auch die Resultate der ameri- 
kanischen Forscher, die das Uracil fiir ein primiares Spaltungs- 
produkt der Hefenucleinsiure gehalten haben — ihren fiir die 
Spaltung benutzten Priparaten ist eben von Anfang an schon 
Uridinphosphorsiure beigemengt gewesen. Es erscheinen ferner 
auch die interessanten Resultate, die Thannhauser’) in den 
letzten Jahren durch Untersuchung der Hefenucleinsiiure ge- 
wonnen hat, in neuer Beleuchtung. Er hat z. B. durch milde 
ammoniakalische Hydrolyse aus der Hefenucleinsiure die sog. 
Triphosphornucleinsiure (unsere ,Hefenucleinsiure*) und die 
Uridinphosphorsiiure erhalten und er meint, 2 Molekiile Tri- 
phosphorséure und 1 Molekiil Uridinphosphorsaure seien in der 
urspriinglichen Hefenucleinsiiure zu einem gréfieren Komplex 
vereinigt. Solche Méglichkeiten sind natiirlich nicht ohne 
weiteres von der Hand zu weisen, besonders seitdem sich 
durch die Untersuchungen von Feulgen®*) im hiesigen Labora- 
torium ergeben hat, dafi die Nucleinsiure des Pancreas, die 
der Thymusnucleinsiure entspricht, mit der Guanylsiiure sich 
zu einem Komplex vereinigen kann und als solcher im Pan- 
kreasproteid vorhanden ist. Bedenkt man aber, daf} die Nuclein- 
siuren im allgemeinen gegen Alkalien in der Wiarme ziemlich 
bestiindig sind und dafi in dem meist benutzten Ausgangs- 
material, eben dem von uns benutzten Priparat, das ja im 





1) Diese Zeitschr. Bd. 100, 8. 121. 
2) Die Arbeit wird in dieser Zeitschrift demnachst veréffentlicht 
werden, 
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Handel zu haben ist, neben der reinen Hefenucleinsiiure ein- 
fachere Nucleinsiiuren schon vorkommen, so erscheint uns die 
Existenz solcher komplexen Kérper in der Hefe noch nicht 
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streng genug bewiesen. | 
Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen hat uns das 
Kuratorium der Grifin Bosestiftung eine gréfere Summe be- 4 
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Uber Benzoylderivate des Histidins und Histamins. 


Von 


Otto Gerngross. 


(Aus dem technisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1919.) 


Vor einiger Zeit habe ich eine Methode fiir die Dar- 
stellung des bis dahin nicht bekannten in 1-Stellung acylierten 
Imidazols und seiner einfachen Homologen und Derivate an- 
gegeben’). Sie besteht darin, daf} man das Imidazolderivat 
in Ather, Chloroform oder Benzolsuspension oder Liésung mit 
dem Acylchlorid im molekularen Verhiiltnis 2:1 schiittelt. 





HC — NH HC—N —CO-C, H, HC—NH- HCI 
> Pts |B 1X | 
" | 2CH+R-CO-Cl = ! 2 CH a ! CH 
|4 387 It 87 ow 
HC—WN HC—WN HUL—N 


Ich habe nun diese Methode auch fiir die Darstellung der 
in 1-Stellung substituierten Benzoylderivate der physiologisch 
wichtigen Imidazolkérper, namlich des EHiweifispaltungspro- 
duktes Histidin und der von ihm sich herleitenden proteino- 
genen Base des (-Imidazolylithylamins (Histamins) benutzt. 

Das Studium der Eigenschaften, vor allem der Bestindig- 
keit des im Imidazolringe acylierten Histidins bietet Interesse, 
da es sehr wahrscheinlich ist, dafs die Peptidverkettung im 
Kiwei nicht auf die Amidogruppen der Aminosiiuren als Ver- 
kniipfungsstellen der Kettenglieder beschrinkt ist. Fiir die 
Imidogruppe des Prolins wird die Teilnahme an der Peptid- 
verkettung ganz allgemein angenommen und diirfte bei den 
Proteinen der Salmingruppe als bewiesen gelten’). 





1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 46, 8. 1908 (1913). 
*) A. Kossel, N. Gawrilow, Diese Zeitschr. Bd. 81, S, 276 (1912). 
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Falls dies auch fiir die Imidogruppe des Histidins zu- 
treffen sollte, wiirde sich die ungeheure Zahl der Isomerien 
der Polypeptide, die E. Fischer’) errechnete, und welche 
eine Ursache der Mannigfaltigkeit der organisierten Natur 
ist, noch vermehren. 


Wihrend aber das N-Benzoyl-pyrrolidin *) 


H,C—CH, 


es ‘ 
CH 


H,C—N—CO- C,H, 
und die von E. Fischer*) und seinen Schiilern dargestellten 
enisprechenden N-Acylproline in alkalischer Lésung nach 
Schotten-Baumann darstellbare, recht stabile Kérper 
sind, so dafi die Méglichkeit ihrer natiirlichen Existenz nicht 
pezweifelt werden kann, sind die bisher bekannt gewordenen 


]-Acyl-Imidazolderivate *) empfindliche Substanzen, in denen 


der Acylrest sehr locker sitzt. 
Dies trifft denn, wenn auch in geringerem Mabe, fiir den 
iiso-, Exo-Di-Benzoyl-Histidinmethylester °) 


1) E. Fischer, Diese Zeitschr. Bd. 99, 8. 54 (1917). 

°) v. Braun, E. Beschke, Ber. d. deutsch. chem. Ges, Bd. 39, 
S. 4122 (1906). 

3) E. Fischer, E. Abderhalden, Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 37, 
S. 3071 (1904), E. Fischer, G. Reif, Annalen d. Ch. Bd. 363, 8. 118 
(1908). 

4) O.GerngroB, Ber. d. deutsch. chem. Ges, Bd. 46, S. 1908 (1913). 

5) Die Auffindung der in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen 
nétigt uns zu einer Unterscheidung der in der Seitenkette und im Imida- 
zolring substituierten Derivate des Histidins und Histamins, wenn 
wir nicht statt der kurzen und eingebiirgerten Trivialnamen die etwas 
schwerfillige chemische Terminologie z. B. fiir den obengenannten Di- 
Benzoyl-histidinester: «-Benzoylamino-§-[l-Benzoyl-Imidazolyl- 
4(5)|-propionsdure-methylester anwenden wollen. 

Wir bezeichnen daher die innerhalb des Imidazolringes acylierten 
Verbindungen mit einem dem Trivialnamen vorgesetzten Eso, die aufer- 
halb des Ringes in der Seitenkette substituierten Derivate durch Vor- 
anstellung von Exo. 
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5 I 
H62— || oo 
1 HN—CO - C,H, 
X34! 


| 
N — CH—CH,—CH—CO OC H, 


zu, den ich in der vorliegenden Arbeit nach der eingangs er- 
wihnten Methode dargestellt habe und welcher einem im 
Imidazolring verketteten Polypeptid entsprechen wiirde. Schon 
nach zwei Monate langem Liegen im Laboratorium zeigi 
dieser Kérper eine geringe Abnahme des Schmelzpunktes, 
ferner adufert sich nach und nach die Abspaltung des am 
Imidazolring haftenden Benzoylrestes durch das deutliche 
Auftreten der Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure in alka- 
lischer Liésung, die wie bei allen 1-Acyl-Imidazolderivaten 
auch beim Eso-, Hxo-Di-Benzoylhistidinester im reinen Zu- 
stand ausbleibt. Die Empfindlichkeit gegen Wasser ist jedoch 
verhiltnismifig gering. Eine Probe, die in der 30 fachen 
Menge Wasser unter zeitweisem Umschiitteln zwei Monate 
lang aufbewahrt wurde, war nur zu ?/,; zu dem in Wasser 
leicht léslichen Benzoat des Ezo-Mono-Benzoyl-Histidin- 
methylesters hydrolysiert, der Rest erwies sich als unver- 
iindert. Ein Uberschuf von 1/,,n-Soda, oder 3/,n-Hssigsiure- 
lésung zersetzt den Korper in der Kialte erst nach Verlauf 
einiger Tage vollkommen. 

Immerhin ist die Zersetzlichkeit auch dieses am Imido- 
stickstoffe des Imidazolringes acylierten Histidinesters eine 
derartige, da es nicht wahrscheinlich zu sein scheint, dal 
der Imidazolstickstoff an der Peptidverkettung bei den uns 
im allgemeinen zugiinglichen Eiweifikérpern beteiligt ist. 

Bemerkenswert ist es, dafi die Einfiihrung des Benzoyl- 
restes in den Imidazolring des Histidins erst nach der Ver- 
esterung der Carboxylgruppe gelingt, was in Ubereinstim- 
mung mit den Beobachtungen Kossels und Edlbachers’) 
iiber die Schutzwirkung der Carboxylgruppe in diesem Sy- 
stem steht, und ferner zeigt, daf} hier die Verhinderung der 





1) Diese Zeitschr. Bd. 93, S. 396 (1915); vgl. auch A. Windaus, 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 48, 8. 499 (1910). 
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Aufspaltung des Imidazolringes durch Alkali und Benzoyl- 
chlorid schon im ersten Stadium des Reaktionsverlaufes ein- 
setzt '). 

Die Darstellung der so-Mono-Benzoylverbindung des 
Histamins versuchte ich mit der Absicht, den Einfluf dieser 
Substitution auf die physiologische Wirksamkeit der Base 
festzustellen. Es zeigte sich jedoch, daB beim Schiitteln des 
in Chloroform suspendierten £-Imidazolylithylamins mit Ben- 
zoylehlorid zuniichst ein Benzoylrest in die Amidogruppe der 
Seitenkette eintritt und erst nach dessen Substitution in den Imi- 
dazolring. Wie nach den Erfahrungen M. Guggenheims’?”) 
bei den Peptaminen zu erwarten, ist das so gewonnene Fso- 
Exo-Di-Benzoylhistamin von geringer physiologischer Wirkung. 
Die Benzoylierung des Imidazolringes im £-Imidazolylathylamin 
unter Freihaltung der Amidogruppe der Seitenkette gelang 
nicht. 

Das bisher unbekannte Exo-Benzoyl-Histamin C, H,N, - 
C,H,-NH-CO-C,H, ist ein durch seine Schwerléslichkeit 
und Kristallisationsfihigkeit ausgezeichneter Kérper, der sich 
bequem und in guter Ausbeute, ohne dal ein wesentlicher 
Verlust durch Aufspaltung des Imidazolringes stattfindet, 
bei Einhaltung der im experimentellen Teil angegebenen Be- 
dingungen in wifriger Lésung nach der Methode von Schotten- 
Baumann herstellen und zur Isolierung der zerflieBlichen, 
in H,O ungemein leicht léslichen Histaminbase verwenden 
laft. So gelang es mir, direkt aus dem Fiiulnisgemisch von 
Histidin iiber 60°/, Exvo-Benzoyl-Histamin zu gewinnen. 


Exo-Benzoyl-l-Histidin. 
l-z-Benzoylamino, £-[Imidazolyl-4(5)-|propionsaure. 


Diese Verbindung ist von S. Fraénkel*) und H. Pauly*) 
durch Behandeln des Histidins mit einem grofien UberschuS 
von Benzoylehlorid und Alkali nach Schotten-Baumann 


1) O.Gerngross, Ber. d. deutsch. chem. Ges, Bd. 46, S.1913 (1915). 
") Biochem. Zeitschr. Bd. 51, 8.369 (19138). 

‘) Zeitschr. f. chem. Physiologie u. Pathologie Bd. 8, 8. 156 (1906). 
*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 43, 8. 2254 (1910). 
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dargestellt und im einen Falle iiber das Quecksilbersalz, im 
andern Falle nach dem Einengen der Lésung und Abscheidung 
von Benzoesiiure durch stundenlanges Extrahieren im Soxleth 
mit Ligroin und mehrmaliges Umlésen von dem noch anhai- 
tenden Ballast an Benzoesiiure gereinigt worden. Bei Ver- 
wendung von etwa 1'/; Mol. Benzoylchlorid und einem Mini- 
mum an Lésungsmittel erhalt man das Hxo-Benzoyl-Histidin 
viel einfacher unmittelbar aus dem alkalischen Reaktions- 
gemisch durch Neutralisation mit Salzsiiure und Essigsiiure, 
und zwar 78°/, der theoretisch méglichen Ausbeute. 

12,6 g Histidin-Monochlorhydrat (6 Zentimole) werden in 60 cem 
2n-NaOH gelist, zu der eisgekiihlten Lisung unter lebhaftem Turbinieven 
9,28 ccm Benzoylchlorid (8 Zentimole) und 130 com 2n-NaOH (26 Zenti- 
mole) innerhalb von 11/, Stunden zuflieBen gelassen. Dann wird unter 
Riihren und Eiskiihlung mit 42 ccm 5n-HCl und zuletzt mit 0,57 ccm 
17,6 n-Essigsiure (22 Zentimole Saiure) versetzt, Das /xo-Benzoyl-Histidin 
fallt sofort in Gestalt derber Stabchen aus, die nach einigem Stehen im 
Eisschrank abgesaugt, mit Eiswasser und Ather gewaschen, bei 100° ge- 
trocknet den Schmelzpunkt 241° und das Gewicht 13 g zeigen. Durch 
einmaliges Umkristallisieren aus 500 cem stedendem Wasser werden 11,5 g 
der reinen Substanz vom Schmelzpunkt 247° (249° corr.) erhalten. Die 
ge1inge, in der Mutterlauge mit Benzoesiiure noch befindliche Menge wird 
verworfen. 

Frinkel’) gibt den Schmelzpunkt des iiber das Queck- 
silbersalz gereinigten Benzoyl-Histidins mit 230° an, wahrend 
Pauly’), der ebenso wie Frankel vom natiirlichen ]-Histidin 
ausging, den Schmelzpunkt 249° (corr.) fand?). Nun wurde 
in neuerer Zeit von F. L. Pyman*) auf synthetischem Wege 
das d, l-Hxo-Benzoyl-Histidin dargestellt, das praktisch den 
gleichen Schmelzpunkt — 248° (corr.) — wie das von Pauly 
hergestellte Produkt aufwies. Es war nicht unméglich, dah 
das Benzoyl-Histidin vom Schmelzpunkt 249°, das Pauly und 
ich in Hinden hatten, wie das von Pyman dargestellte, die 
razemische Verbindung, das Frinkelsche hingegen, das ja 





) Le. 

7 ie 

5) In Abderhaldens Biochem. Handlexikon Bd. 4, 8S. 720 (1911) 
werden beide Schmelzpunkte nebeneinander angegeben. 

*) Journal of the Chemical Soc, London Bd. 109, S. 195 (1916). 
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auf erheblich andere Weise gewonnen war, das 1-Benzoyl- 
Histidin, vorstellte. Dem ist aber nicht so, wie die optische 
Untersuchung ergab. Die Angabe des Schmelzpunktes von 
230" ist somit eine irrtiimliche. 

Fir die optische Bestimmung wurde das im Vakuum- 
Exsikkator iiber Schwefelsiure konstant getrocknete, 1 Mol. 
Wasser enthaltende Benzoyl-Histidin verwandt. 

0,7774 g drehende Substanz gelist in 12 ccm Wasser enthaltend 
2 Mol. Salzsiure. 

Gesamtgewicht der Lésung: 12,891 g, d. i. eine 6,03°/cige Lisung 

d,, == 1,0257. 
Drehung bei 20° und Na-Licht im 2dm-Rohr: 5,76° (+ 0,02°) nach links. 


Demnach: 
[a] = —46,56 (+ 0,16). 


Fiir die Hydrolyse wurde die gegen Salzsiiure sehr resi- 
stente Benzoylverbindung 24 Stunden mit der 15fachen Menge 
20°/,iger Salzsiiure unter Riickflu{kiihlung erhitzt, auf dem 
Wasserbade eingedampft und nach Entfernung der Benzoe- 
siure aus 5n-Salzsiure umkristallisiert. 

0,6204 g drehende Substanz gelist in 14 cem Wasser enthaltend 
32 Mol. Salzsiure. 

Gesamtgewicht der Lésung: 15,0557 g, d.i. eine 4,12°/oige Lisung 

do. == 1,0292. 
Drehung bei 20° und Na-Licht im 2dm-Rohr: 0,72° (= 0,02) nach rechts. 


Demnach: 
[a] = +8,49° (+ 0,28°). 


Beim Trocknen des 1 Mol. Kristallwasser enthaltenden 
Lxo-Benzoyl-Histidins bei 100° entweicht nur ein geringer 
Teil des Kristallwassers, der beim Liegen an der Luft in 
kurzer Zeit wieder aufgenommen wird. Kocht man jedoch 
die fein gepulverte Verbindung mit der 40fachen Menge ab- 
soluten Alkohols auf, so scheidet sich nach voriibergehender 
teilweiser Lésung die wasserfreie Verbindung in Form einer 
voluminésen Masse verfilzter Nadeln ab. Sie ist nicht wesent- 
lich hygroskopisch und hat den gleichen Schmelzpunkt wie 
das wasserhaltige Produkt. 
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0, 1878 g Substanz 25,1 com N; 14,0° C; 775 mm! 
C,3H,,0,N, Ber.: 16,22°/o N 
Gef.: 16,21°%o N 
Trotz mannigfachster Abiinderung der Versuchsbedingungen 
gelang es nicht, einen zweiten Benzoylrest in das Exo-Benzoyl- 
Histidin einzufiihren. Die Reaktion geht jedoch nach Ver- 
esterung der Carboxylgruppe glatt vonstatten. 


Exo-Benzoyl-l-Histidinmethylester. 
l-a2-Benzoylamino, §-[Imidazolyl-4(5)-|propionsiure- 
methylester. 

In eine Suspension von 2,7 g wasserfreiem Benzoy!-Histi- 
din in 27 ccm Methylalkohol wird bei gewoéhnlicher Tem- 
peratur bis zur Sattigung trockenes Salzsiéuregas eingeleitet, 
die Lésung 2 Minuten am Riickflubkiihler gekocht und dann 
im Vakuum bei 25° eingedampft. Der kristallinische Riick- 
stand wird zur méglichsten Entfernung der Salzsiiure mehr- 
mals im Vakuum mit Alkohol eingedampft, einige Zeit tiber 
Atzkali im Vakuum-Exsikkator aufbewahrt, dann in 20 ccm 
Wasser gelést und vorsichtig unter Kiihlung mit Ammoniak 
bis zum eben dauernden Auftreten des Ammoniakgeruches 
versetzt. Ks kristallisieren grofje, zu Drusen vereinte Prismen, 
die mit Wasser gewaschen, bei 100° getrocknet, 2,7 g wiegen 
und bei 159° (160° corr.) zu einer klaren Fliissigkeit schmelzen. 

Fiir die Analyse wurde die Substanz aus der dfachen 
Menge kochenden Wassers umkristallisiert, wobei sich der 
Schmelzpunkt von 159° nicht mehr dinderte, und im Vakuum 
bei 100° getrocknet. “Sie ist nicht hygroskopisch. 

0,156 g Substanz, 0,8527 g CO,, 0,0785 g H,O 
0,1577 g Substanz, 20,2 cem N, 12° C, 461 mm. 
C,,H,,;0,N, Ber.: 61,48°% C 5,53%o H 15,43°%o N 
Gef,: 61,47°/o C 5,61°%o H 15,38°%o N 


Der Ester ist in kaltem Methylalkohol leicht léslich; in 
der 3fachen Menge siedenden Athylalkohols list er sich glatt 
und kristallisiert beim Abkiihlen in Gestalt von Prismen aus. 
In heiSem Aceton und Essigester ist er gut léslich, mafiig in 
Benzol und Chloroform, sehr schwer in kochendem Ather. 
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Er erteilt den Lésungsmitteln deutliche alkalische Reaktion 
gegen Lackmus. In starkem Ammoniak ist er nicht léslicher 


als in Wasser, in 2 n-NaOH jedoch auch in der Kalte léslich. 

Man kann diese Verbindung auch durch Benzoylieren des salzsauren 
Histidinesters mit verdiinnter Sodalisung und einem geringen Uberschuf 
von Benzoylchlorid nach Schotten-Baumann darstellen. Diese Methode 
gibt jedoch schlechte Ausbeute und ist betriichtlich umstiindlicher als die 
eben geschilderte, so dafi ich es unterlasse, sie durch ein Beispiel zu 
belegen. 


Eso, Exo-Dibenzoyl-l-Histidinmethylester. 
|-4-Benzoylamino--[l-Benzoyl-Imidazolyl-4 (5)|-pro- 
pionsiuremethylester. 


1,02 g fein gebeutelten Hzo-Benzoyl-Histidinmethylesters 
werden in 30 ccm iiber Natrium getrocknetem Benzol suspen- 
diert und mit 0,21 cem Benzoylchlorid in 5 cem trocknem 
Benzol 2 Tage lang auf der Maschine geschiittelt. Es bildet 
sich nach und nach eine gequollene amorphe Abscheidung von 
salzsaurem Exo-Benzoyl-Histidinester, die auf der Nutsche 
abgesaugt und mit 30 ccm Benzol ausgewaschen wird. Beim 
Verdampfen der Benzollauge im Vakuum bei 35° hinterbleibt 
ein Sirup, der sich beim Digerieren mit 10 ccm trocknem 
Ather bei 35° in ein dickes, weiches Kristallflies verwandelt. 
Nach vorsichtigem Zusatz von ca. 10 ccm Petrolither laft 
man unter Eiskiihlung die Kristallisation vervollstandigen, 
saugt ab und erhalt nach dem Trocknen im Vakuum iiber 
Schwefelsiiure 0,6 g reiner Substanz vom Schmelzpunkt 108 
bis 109° (corr.), d.i. 85°/, der nach der Theorie zu erwar- 
tenden Ausbeute. 

Fiir die Analyse wurde die nicht weiter gereinigte Sub- 
stanz bei gewodhnlicher Temperatur im Vakuum zur Konstanz 
getrocknet. 

0,1330 g Substanz, 0,3245 g CO,, 0,0605 g H,O 
0,1499 g Z , 14,0 cem N, 15°C., 760 mm 
C.,H,,0,N, Ber.: 66,81°%o C 5,07°/,, H 11,14°/, N 

Gef.: 66,549, C 5,09°/, H 11,07, N 


Sie ist in kaltem Wasser zuniichst unléslich und gibt mit 
Diazobenzoesulfosiiure in alkalischer Lésung keine Fiarbung, 
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ein Beweis, dafi der zweite Benzoylrest in den Imidazolring 
eingetreten ist. Beim andauernden Kochen findet nach und 
nach Lésung der in heifjem Wasser geschmolzenen Verbindung 
statt unter Bildung des in Wasser leicht léslichen benzoesauren 
Salzes von Evxo-Benzoyl-Histidinester. Langsam erfolgt diese 
Umwandlung auch schon in der Kialte, was sich durch das 
Auftreten der Diazoreaktion leicht erkennen lift. 0,1 g der 
Substanz, die 2 Monate bei Zimmertemperatur unter zeitweisem 
Umschiitteln in 3 com Wasser aufbewahrt wurden, zeigten 
nach Ablauf dieser Zeit 1/, des urspriinglichen Gewichts. 
Gegen Alkalien, besonders aber gegen Siéuren, ist die Ver- 
bindung recht empfindlich. 

Ein Prébchen, welches tiber Nacht in_iiberschiissiger 
1/,, n-Sodalésung stand, war fast unverindert, ein anderes, 
das mit n-NaOH digeriert wurde, ging jedoch schon nach 
Verlauf von 7/, Stunde in Lésung. Durch 7/,; n-Essigsiure 
wird die Substanz auch nach tagelanger Kinwirkung nur wenig 
zersetzt, wiihrend '/,, n-Salzsiiure rasch Benzoesiure abspaltet. 

Die Verbindung lift sich aus heifiem, 25°/,igem wifrigem 
Alkohol umkristallisieren, besser aus 50°/,igem, aus welchem 
sie in Gestalt atlasglinzender Platten vom Schmelzpunkt 108° 
sich abscheidet. Sie ist sehr leicht léslich in Aceton, Alkohol, 
Essigester, Chloroform und Benzol, etwas schwerer in Ather 
und in kochendem Ligroin vom spezifischen Gewicht 0,71—0,72. 
Durch sehr vorsichtigen Zusatz von Petrolaither zur Chloro- 
form- oder Benzollisung kristallisiert sie in Gestalt von seiden- 
glinzenden Lamellen und prismatischen Nadeln aus, ebenso 
durch Zusatz von Wasser zur alkcholischen Lésung. 


Exo-Benzoyl-Histamin. 
N-{8-[Imidazolyl-4(5)]athyl}-benzamid. 

0,8235 g Histaminbase'), die, aus dem Dichlorhydrat be- 
reitet, den Schmelzpunkt 86° (corr.) beim Erhitzen im ge- 
schlossenen Schmelzpunktréhrchen zeigt, werden rasch gepul- 
vert, in 15 cem trocknem Chloroform suspendiert und mit 





) F. L. Pyman, Journ. of the Chemical Society London Bd. 101, 
S. 543 (1912). 
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0,4 cem Benzoylchlorid in 12 cem Chloroform 10 Stunden auf 
der Maschine geschiittelt. Es bildet sich eine nach und nach 
festwerdende Kruste von Histamin-Monochlorhydrat'). Nach 
dem Filtrieren wird die Chloroformlisung im Vakuum einge- 
dampft. Der zuriickbleibende Sirup kristallisiert beim Digerieren 
mit etwa 6 ccm leicht erwiirmtem Chloroform. Man ‘vervoll- 
stindigt die Kristallisation durch Zusatz von Petrolither und 
erhilt so 0,7 g = 88°/, der theoretisch méglichen Ausbeute an 
Benzoylkérper vom Schmelzpunkt 146° Die Substanz ist 
nach einmaligem Umkristallisieren aus wenig warmem Alkohol 
und nachtraiglichem Zusatz von Petrolather rein und schmilzt 
bet 147° (148° corr.) ohne Zersetzung. Sie wird fiir die 
Analyse bei 90° getrocknet und ist nicht hygroskopisch. 
0,1542 g Substanz, 0,8790 g¢ CO,, 0,0845 ¢g H,O 
0,1384 g » », 22,8 ¢cem N, 17°C, 757 mm 
C,.H,,ON, Ber.: 19,54°/, N 66,93°/, C 6,09°/, H 
Gef.: 19,78°/, N 67,03°/, C 6,18°/, H 

Sie ist in Methylalkohol sehr leicht, in Alkohol ziemlich 
leicht, in Chloroform miafig, in Aceton und Benzol schwer, 
in Essigester auch in der Hitze sehr schwer léslich, in Ather 
und Petrolither fast unléslich. Aus kochendem Wasser, von 
welchem sie etwa 20 Teile zur Lésung bendtigt, kristallisiert 
sie beim Erkalten der Lésung in Form 6seitiger Prismen und 
Platten, die zu derben Kristalldrusen vereint sind, desgleichen 
aus heifjem Alkohol. Sie ist in Salzsiiure leicht léslich und 
aus dieser Lésung durch verdiinntes, wiliriges Ammoniak 
unverindert fallbar. 

Der Benzoylrest sitzt auferordentlich fest und wird erst 
nach mehrstiindigem Kochen der Verbindung mit 20°/,iger 
Salzsiure vollkommen abgespalten. Diese Eigenschaft und die 
blutrote Fiarbung, welche die Substanz mit Diazobenzolsulfo- 
siiure in sodaalkalischer Lésung gibt, ist der sichere Beweis, 
dafi der Benzoylrest nicht in den Imidazolring, sondern in die 
Amidogruppe eingetreten ist. 

Das Monochlorhydrat, welches als Nebenprodukt bei 
der Darstellung des Eso-Exo-Dibenzoyl-Histamins entsteht*), 





1) Diese Arbeit S, 62. *) Diese Arbeit 8. 61. 
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wird fiir die Analyse durch Lésen in heifem Alkohol und 
Fallen mit Ather gereinigt und bei 100° getrocknet. 
0,1837 g Substanz, 0,1088 g AgCl 
auf: C,,H,,ON,;-HCl Ber.: 14,09°/, Cl 
Gef.: 13,98°/, Cl. 

Es ‘ist in Wasser und in Methylalkohol spielend leicht 
léslich, leicht in Athylalkohol, fast unléslich in Essigester 
und Aceton. 

Das Monobenzoat entsteht infolge Einwirkung der 
Atmosphiare aus der Eso-Exo-Dibenzoylverbindung durch Hy- — 
drolyse beim langen Liegen an der Luft’). Die so erhaltene, 
etwas harzige Kristallmasse wird durch Umkristallisieren aus 
wenig warmem Essigester gereinigt und im Vakuumexsikkator 
zur Konstanz getrocknet. Das Salz ist nicht hygroskopisch. 

0,1620 g Substanz, 0,4008 g CO,, 0,0835 g H,0. 
C,,H,,N,0, Ber.: 67,62°/, © 5,68°/, H 
Gef.: 67,479/, C 5,77°/, H 

Es hat den Schmelzpunkt 105—106° (corr.) und kristalli- 
siert in Gestalt 4- und 6seitiger lanzettenférmiger Nadeln. 
In Wasser und in Chloroform ist es spielend leicht léslich, 
etwas schwerer in Aceton und Essigester, unldslich in Ather. 

Man erhalt die gleiche Verbindung durch Lésen mole- 
kularer Mengen von Exo-Benzoylhistamin und Benzoesiiure in 
der 5fachen Menge heifien Essigesters, aus dem das Salz beim 
Impfen auskristallisiert. 

Sehr viel einfacher und bequemer als nach der oben 
beschriebenen Methode erhalt man das Hvo-Benzoylhistamin 
durch vorsichtiges Benzoylieren nach Schotten-Baumann, 
wenn man durch Wahl der Versuchsbedingungen die Aufspaltung 
des Imidazolringes auf ein Minimum beschrinkt. 


2,9 g Imidazolylithylamin-Monochlorhydrat werden in 10 ccm 2n- 
NaOH in ihnlicher Weise wie bei der Darstellung des Hxvo-Benzoylhistidins 
angegeben behandelt. Das Benzoylhistamin fallt als ein kérniger Nieder- 
schlag aus. Die Ausbeute betraigt tiber 90°/, der theoretischen. 


Kine Nutzanwendung dieses Verfahrens zeigt der folgende 
Versuch: 


1) Diese Arbeit S. 62. 
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S g Histidin-Monochlorhydrat werden in 640 com Wasser gelést, mit 
2 g Traubenzucker, 0,8 g Pepton-Witte, 4 g Calciumcarbonat, mit geringen 
Mengen Magnesiumsulfat und sek. Natriumphosphat und etwas Pankreas- 
autolysat versetzt, 9 Tage lang im Brutraum belassen'). Die schwach- 
basische Lisung wird filtriert, mit 32 ccm HCl angesiuert, auf dem 
Wasserbade auf 100 ccm eingedampft, mit etwas Tierkohle entfirbt, fil- 
triert, auf ca. 15 ccm eingedampft, abgekiihlt und mit 2,4 ccm einer etwa 
40°/,igen NaOH versetzt. Zu dieser Lisung ]46t man unter Turbinieren 
und Hiskiihlung in 2%/, Stunden 5,4 ccm Benzoylchlorid in 40 cem Ather 
und 74 ccm einer 16°/,igen NaOH zuflieBen und sorgt dabei, da allen- 
falls verdunsteter Ather ersetzt wird. Die auskristallisierende Benzoyl- 
verbindung wird nach lingerem Stehen im Eisschrank abgesaugt, mit 
Kiswasser gewaschen, auf Ton getrocknet, in kochendem Alkohol gelist, 
filtriert, im Vakuum eingedampft. Der zuriickbleibende Kristallkuchen 
besteht aus 4 ¢ reiner Benzoylverbindung. 

Aus der wifrigen Mutterlauge kann nach dem Ansiiuern mit ver- 
diinnter Salzsiiure, Abscheidung der Benzoesiiure, Eindampfen im Vakuum, 
Auslaugen des vorwiegend aus Kochsalz bestehenden Riickstandes mit 
Methylalkohol, abermaligem Eindampfen, Léisen in Wasser und Fallen mit 
Ammoniak noch 0,7 g der Substanz gewonnen werden, so daf} die Aus- 
heute 60°/, der aus dem Histidin zu erwartenden Menge tibersteigt. 


_ Eso, Exo-Dibenzoyl-Histamin. 
N-{-[1-Benzoyl-Imidazolyl-4(5)-| aithyl} -benzamid. 


1 g Evzo-Benzoylhistamin wird fein gepulvert, bei 100° 
in einer Flasche getrocknet, in dieser in 20 ccm trocknes 
Benzol suspendiert und mit der auf /, Mol. berechneten Menge 
Benzoylchlorid = 0,27 ccm iiber Nacht geschiittelt. Der nach 
dem. Abfiltrieren von salzsaurem Fxo-Benzoylhistamin*) und 
Verdampfen der Benzollésung im Vakuum zuriickbleibende 
Sirup erstarrt zu einem Kuchen atlasglinzender Kristalle. 
Sie werden mit 5 com Ather auf ein Filter gespiilt und nach 
dem Trocknen im Vakuum analysiert. Die Ausbeute betriagt 0,6 g. 

0,1367 g Substanz, 0,3582 g CO., 0,0678 g H,O 
C,,H,,N,O, Ber.: 71,44% © 5,37°/, H 
Gef.: 71,46°/, C 5,56%, H 

Das Eso-Exo-Dibenzoyl-Imidazolylaithylamin ist in Wasser 

unléslich und zeigt in reinem Zustand mit Diazobenzoesulfo- 





1) D. Ackermann, Diese Zeitschr. Bd. 65, 8. 504 (1910). 
2) Diese Arbeit S. 59. 
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siure in alkalischer Liésung keine Rotfirbung. Im Exsikkator 
kann das Priiparat jahrelang ohne die geringste Zersetzung 
aufbewahrt werden, dahingegen war eine Probe, die 4'/, Jahre 
lang in einem Schilchen im Laboratorium offen gelegen hatte, 
in eine strahlige Kristallmasse verwandelt worden, die sich 
als das benzoesaure Salz des Fvo-Benzoyl-Histamins') erwies. 

Durch Digerieren mit */,, n-HCl wird der Eso-Benzoyl- 
rest in kurzer Zeit abgelést. Aus 50°/,igem Alkohol lift 
sich die Verbindung unter teilweiser Zersetzung, die sich 
durch starkes Auftreten des Geruchs von Benzoesiiureithyl- 
ester kundtut, umkristallisieren. Sie ist in Cloroform, Aceton 
und Benzol spielend leicht, in Alkohol sehr leicht, in Essig- 
ester leicht, in Ather schwerer ldslich, in Petroliither fast, 
in heifem Ligroin vom Siedepunkt 90—120° ganz unldslich. 
Mit Petrolither lift sie sich aus der Essigester-, Chloroform- 
und Alkohollésung in Form schmaler, diinner, vierseitiger 
Platten ausfiillen. 

Am Ende gebe ich noch Eigenschaften und Analysen 
des Mono- und Dichlorhydrates und des schén kristalli- 
sierenden Dinitrates des (-Imidazolylithylamins an. 

Das Dichlorhydrat*) wurde durch 10stiindiges Kochen 
des durch Fiulnis aus Histidin dargestellten Hxo-Benzoylhist- 
amins mit der 15fachen Menge 20°/,iger HCl erhalten und 
durch Umkristallisieren aus Alkohol und Ather gereinigt. 
Es schmolz unter geringfiigiger Blischenbildung bei 242° 
(246° corr.) zu einer klaren Fliissigkeit, die beim Erkalten 
wieder kristallinisch erstarrt. Es ist nicht wesentlich hygro- 
skopisch. 
, 0,1801 g Substanz, 0,2812 g AgCl 
C;H,N,-2 HCl Ber.: 38,54°/, Cl 

Gef.: 38,62°/, Cl 

Das Monochlorhydrat wurde als Nebenprodukt bei der 

Benzoylierung des Histamins in Chloroform-Suspension er- 


1) Diese Arbeit S. 60. 
2) Vel. A. Windaus, W. Voigt, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
Bd. 40, S. 3694 (1907); K. K. Koessler, M. Th. Hanke, Chem. Zentralbl. 


Bd. I, S. 648 (1919). 
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halten'). 1,4 g des Rohproduktes werden aus der 25 fachen, 
das ist der eben zur Lésung nétigen Menge absoluten Alkohols 
umkristallisiert, wobei 0,9 g des reinen Ké6rpers auskristalli- 
sieren. Fiir die Analyse wird bei 100° getrocknet. 
0,1314 g Substanz, 18,9 cem N, 17° C, 759 mm 
Ber.: C;5H,N,- HCl 28,46°/, N 
Gef.: 28,469), N 

Das Monochlorhydrat schmilzt bei 193° (195° corr.) zu 
einer klaren Fliissigkeit, die beim Abkiihlen sogleich kristallinisch 
erstarrt. Es ist in Wasser mit stark alkalischer Reaktion 
splelend leicht léslich, leicht léslich in Methylalkohol und dar- 
aus mit Ather in Gestalt feiner Nidelchen fallbar, in Iso- 
amylalkohol ist es schwer, in Aceton fast, in Essigester 
ganz unléslich. 

Das Dinitrat wurde durch Umsetzen einer Lésung des 
Dichlorhydrates mit der berechneten Menge Silbernitratlésung 
und nach dem Abfiltrieren des Silberchlorides durch Eindampfen 
auf dem Wasserbade erhalten. Es ist durch besonders schénes 
Kristallisationsvermégen und durch Unldéslichkeit in Athyl- 
alkohol ausgezeichnet. 

Fiir die Analyse wurde durch Liésen in Wasser und 
Fallen mit Alkohol gereinigt, bei 100° getroknet. Es ist nicht 
hygroskopisch. 

0,0986 g Substanz, 23,4 ccm N, 13° C, 756 mm, 45°/, KOH 

Ber.: C,H,N,-2 HNO, 29,54°/, N 
Gef.: 29,689/, N 

Das Nitrat schmilzt bei 149°—150° (150°—151° corr.) 
zu einer mit kleinen Blasen erfiillten Fliissigkeit. Es ist in 
Wasser leicht léslich und wird daraus durch Alkohol in Gestalt 
derber sechsseitiger Platten gefillt. In Methylalkohol ist es 
leicht léslich und daraus durch Ather als mikrokristalline sechs- 
seitige Plaittchen fillbar, in Aceton, Essigester, Ather, Alkohol 
unléslich. 


‘) Diese Arbeit S. 59. 
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Uber die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase 
(invertase). 


Yon 


H. y. Euler und I. Laurin. 
(Mit 4 Figuren im Text.) 


(Aus dem biochemischen Laboratorium: der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, Juli 1919.) 


Die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase ist im 
hiesigen Laboratorium bereits in zwei Arbeiten, von Euler 
und B. af Ugglas') und von Euler und Kullberg?®), behan- 
delt worden. Diese Arbeiten enthalten die Bestimmung des 
Temperaturkoeffizienten der enzymatischen Rohrzuckerspaltung 
und den Hinweis, daf} dieser Temperaturkoeffizient bedeutend 
kleiner ist als derjenige der katalytischen Rohrzuckerspaltung 
durch Siiuren. Ferner wurden die Angaben der ilteren Lite- 
ratur tiber ,Optimal‘- und ,Tétungstemperatur* der Saccha- 
rase durch die Bestimmung einer _,Inaktivierungskonstante‘ 
ersetzt. 

Die genannten Messungen waren noch in vieler Hinsicht 
der Erweiterung und Erginzung bediirftig, welche erst im 
Laufe des letzten Jahres durchgefiihrt werden konnten®). Die 
vorliegende Untersuchung betrifft folgende Punkte: 


I. Temperaturkoeffizient der Rohrzuckerinversion durch 
eine Oberhefe. 





1) Euler und af Ugglas, Diese Zeitschr. Bd. 65, S. 124 (1910). 

*) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 184 (1911). 

5) Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit wurde im April 1919 der 
schwedischen Akademie der Wissenschaften vorgelegt. 
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II. Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung der Saccharase; 
der ,Inaktivierungskoeffizient* ko. 
Ill. Abhangigkeit des Inaktivierungskoeffizienten von der 
Temperatur. 
IV. Abhangigkeit der Temperaturempfindlichkeit der Sac- 
charase von der Aciditit. 
V. Beeinflussung des Inaktivierungskoeffizienten durch 
den Luftsauerstoff. 
VI. Vergleich des Inaktivierungskoeffizienten ko einer 
Oberhefe und einer Unterhefe. 
VII. Vergleich des Inaktivierungskoeffizienten k¢ bei An- 
wendung isolierter Saccharase und frischer Hefe. 
VIII. Schutzwirkungen. 


Die Inversionsversuche sind als Beilagen an die genannten 
acht Kapitel angereiht worden. 

Am SchluB dieser Mitteilung haben wir unsere wich- 
tigeren Ergebnisse zusammengefafit. 


1. Temperaturkoeffizient der Rohrzuckerinversion durch eine 
Oberhefe. 


Bekanntlich gilt fiir die Abhangigkeit der Reaktions- 
koeffizienten von der Temperatur, auch wenn die Reaktionen 
durch Enzyme katalysiert werden, in recht weiten Grenzen 
die Formel von Arrhenius: 


A (T, —T,) 


cs 2 
k, = k, @ 
wo A eine Konstante bedeutet, R die Gaskonstante und 
T, bzw. T, die den Reaktionskoeffizienten k, und k, entspre- 
chenden absoluten Temperaturen. 

Die Konstante A der Arrheniusschen Formel haben 
Kuler und B. af Ugglas’) fiir die Inversion durch die In- 
vertase aus einer Unterhefe gemessen. Nach dieser Unter- 
suchung ist ,zwischen 0° und 20° der Wert der Konstante 


A = 11000 + 200 





1) Euler und B. af Ugglas, Diese Zeitschr. Bd. 65, S. 138 (1910). 
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wenigstens fiir Lésungen, deren H*-Konzentration etwa 10~ bis 
10* betrigt*. 

Obwohl bekanntlich die sich aus der Formel fiir monomolekulare 
Reaktionen ergebenden Reaktionskoeffizienten erster Ordnung, k, in der 
Regel keine absolute Konstanz zeigen und hier durch die Anfangsgeschwin- 
digkeiten hitten ersetzt werden kinnen, so diirfte doch durch die Anwendung 
von Mittelwerten aus den Koeffizienten k — iiber den Grad ihrer Kon- 
stanz geben die Beilagen Auskunft — die gréBte Zuverliissigkeit erreicht 
worden sein, Fiir eine kiinftige Untersuchung des Einflusses der Rohr- 
zuckerkonzentrationen wird mit den Michaelis schen Konstanten zu rech- 
nen sein. Michaelis und Menten, Biochem. Zeitschr. Bd. 49, 8.333 (1918). . 


Da wir in der vorliegenden Untersuchung zahlreiche In- 
versionen mit Saccharase aus einer Oberhefe ausfiihren mufiten, 
so wollten wir uns nicht mit der Annahme begniigen, dal 
die Inversion durch Saccharasen aus Oberhefe und Unterhefe 
den gleichen Temperaturkoeffizienten besitzt, sondern haben 
die Arrheniussche Konstante') A fiir die Inversion durch 
eine Oberhefensaccharase besonders bestimmt, und zwar bei 
genau festgelegter optimaler Aciditaét py, = 4,5. Die Konstant- 
haltung der Aciditiit wurde durch die Anwendung von KH, PO, 
als Puffer erméglicht. 

Die Versuchslésungen wurden in der gewoéhnlichen Weise 
hergestellt aus: 

10 ccm der im Verhiltnis 1 :50 verdiinnten Enzymlés. 5b, 

12.5 , einer 4°/,igen KH, PO,-Lésung, 

8 g Rohrzucker 


ad 100 ccm Wasser. 

Die zu unseren Versuchen angewandte Saccharaselésung 3b 
aus Oberhefe verdanken wir Herrn Dr. O. Svanberg. Wegen 
der Darstellung derselben verweisen wir auf die Mitteilung 
von Euler und Svanberg iiber die Darstellung hochaktiver 
Saccharasepriiparate, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 269 (1919). 





‘) Aus der obigen Temperaturformel ergeben sich die folgenden 
Hilfsformeln: 


k 
log (“*)-7, 7-2 f 
2 AM (T, —T 
A= ky — und log k, = log k, - — Natt 
a . 1 . 2 





M (T, —T,) 
wo M= loge = 0,434... 
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Vor dem Zusammenschiitten der Enzym- und Zucker- 
lésungen wurden diese in einem Wasserbad auf die gewiinschte 
Temperatur gebracht. Aus der Mischung wurden von Zeit 
zu Zeit je 10 ccm in abgemessene Sodalésungen einpipettiert. 

Drei Temperaturen kamen zur Untersuchung, und zwar 
in der Nihe von 0°, 10° und 20° In der Beilage findet man 
die Versuchsreihe 1 auf S. 96 zusammengestellt. 

Das Ergebnis der ersten Versuchsreihe war folgendes: 

Temperatur 1,1° 10,9 ° y's | Tay Bal 


k-104 20,0 41,2 82,9. 


Verwenden wir je zwei der gefundenen Konstanten zur Be- 
rechnung der Konstanten A und berechnen damit die dritte, 
so ergibt sich folgendes Resultat: 








le 104 k - 104 ber. 














Temperatur : CHa e te ee Peet I, Pm 
' gefunden | 4 31500 | A~11950 | A—11700 
1,1° 20,0 *200 | 199 | *200 
10.9° 41.2 *412 | *419 41,7 
20,79 82,9 St | “eRe | fee 


Bei dieser Versuchsrethe sind hinsichtlich der Polarisations- 
temperatur vermutlich kleine Fehler vorgekommen. Wir haben 
deswegen eine weitere Versuchsreihe ausgefiihrt, bei welcher 
die Polarisationstemperatur der Zucker-Sodalésung genau auf 
19° eingestellt war; die maximale Linksdrehung wurde fiir 
diese Temperatur berechnet. 


Versuchsreihe 22, 














k- 104 k - 10* ber. 
Temperatur ene te a eee Se ee 
gefunden | 4 = 10200 | A= 10850 | A= 10500 
0,8° 11.8 27 | *118 | 123 
10,4° 23,9 *23.9 | 23,1 | 23.5 
18,9° 40,3 *403 | *403 | *40,3 


Bei der Berechnung der Konstante A aus obigen Daten 
ist in Betracht zu ziehen, dafi die Temperaturbestimmung 
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bzw. die Temperaturkonstanz bei 18,9° am besten war (Schwan- 
kungen innerhalb + 0,1°), wihrend bei 0,8° und 10,4° kurze 
Schwankungen bis 0,2° und vereinzelt 0,3° vorkamen. Wir 
haben deshalb die Bestimmung fir 18,9° allen Berechnungen 
zu Grunde gelegt. Wir erhalten so,die beiden Werte A = 10200 
und A = 10850 und als Mittel: 


A = 10500 + 300 


(Temperatur 0—20°; p, = 4,5); den so berechneten k-Werten 
schliefien sich sehr nahe die beobachteten an. Die gefundene 
Konstante fallt mit der friiher von Kuler und af Ugglas fiir 
Unterhefensaccharase ermittelten fast im Bereich der Ver- 
suchsfehler zusammen. Wir nehmen bis auf weiteres fiir 


Hefensaccharasen die gemeinsame Temperaturkonstante 
A = 10500 + 500 

an. In einer dritten Versuchsreihe wurde ein héher gelegenes 

Temperaturintervall, 20—52,2°, untersucht. 

Die Methodik war die gleiche wie friiher. Infolge der 
Wirmeausdehnung der bei 52° abpipettierten Lisung ist die 
Anfangsdrehung etwas geringer als bei den friiheren Versuchen. 
Die Polarisation geschah wieder bei Zimmertemperatur, fiir 
welche auch die Linksdrehung berechnet ist. 


Versuchsreihe 23. 








k - 104 k- 10* ber. 
Temperatur Se ne eT Oe 
gefunden | 4 —9200 | A=8430 
20,0° 44,8 * 44,8 * 44.8 
45,3° 155 *155 136 
52,20 188 911 | *188 








Als Mittelwert im Intervall 20—52° kann somit einst- 
weilen angenommen werden 


A = 8800 + 400. 


Wir finden hier also einen nicht unbetrachtlich kleineren 
Wert fiir A als im Intervall 0—20°. Dies entspricht dem 
Befund von Euler und af Ugglas, nach welchem fiir Unter- 
hefe gefunden wurde: 
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Im Intervall 0—20°: A = 11000, 
P ‘ 20—30°: A= 9340. 


Fiir nicht enzymatische Katalysen ist bekanntlich in einem 
groien Temperaturintervall stets ein sehr guter Anschluf an 
die Arrheniussche Formel gefunden worden und vielfach 
auch fiir enzymatische Reaktionen in vitro, obwohl hier weniger 
Untersuchungen vorliegen, welche iiber ein so groBes Tem- 
peraturgebiet reichen’). Wir wollen aus unseren Ergebnissen 
in dieser Hinsicht noch keine bestimmten Schliisse ziehen. 
Bei vitalen Reaktionen innerhalb lebender Zellen sind einige 
stark abfallende Temperaturkoeffizienten gefunden worden’). 
Wenn die Arrheniussche Konstante A bei einer enzymati- 
schen Reaktion mit steigender Temperatur etwas kleiner wird, 
so beruht dies vielleicht darauf, dali der enzymatische Kataly- 
sator selbst mit steigender Temperatur unter dem kritischen 
Gebiet der (irreversibeln) Zerstérung reversibel verindert wird, 
was natiirlich auch den Temperaturkoeffizienten der durch das 
Enzym beschleunigten Reaktion beeinflufit. 

Wenn auch unterhalb des kritischen Gebietes keine 
dauernde Verinderung der Aktivitiit des Enzymes eintritt, so 
kann sich doch z. B. die Affinitiit des Enzymes zum Substrat 
reversibel indern. 

Eine solche Anderung des Katalysators geht aber nicht in 
die Voraussetzung fiir die Arrheniussche Formel ein. 

Einen besseren Anschluf an die Beobachtungen kann man 
natiirlich gewinnen, wenn man in der Arrheniusschen Formel 
den Wert T, mit einem geeigneten Exponenten versieht. 
Indessen wiirde durch diese empirische Modifikation nur eine 
formale Ubereinstimmung mit der Erfahrung erreicht. 

Ein tatsichlicher Fortschritt la{t sich vielleicht in folgender 
Weise gewinnen: Bekanntlich hat Michaelis mit L. Menten’), 
von der Voraussetzung ausgehend, daf die Geschwindigkeit der 
Inversion proportional der jeweiligen Konzentration der Rohr- 
zucker-Enzym-Verbindung ist, die Dissociationskonstante k 


1) Siehe hierzu Arrhenius, Immunochemie (Leipzig 1907). 
*) Kanitz, Temperatur u. Lebensvorginge (Berlin, Borntrager). 
3) Michaelis und Menten, Biochem. Zeitschr. Bd, 49, S. 333 (1913). 
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dieser Verbindung fiir die Temperatur von 25° berechnet. 
Die Anderung dieser Dissociation mit der Temperatur muf 
natiirlich den gesamten Temperaturkoeffizienten der enzyma- 
tischen Inversion wesentlich beeinflussen. 

Der zweite bestimmende Faktor ist die Anderung des 
elektrolytischen Dissociationsgrades der Saccharase mit der 
Temperatur. 

Beide Faktoren sind der experimentellen Messung zugiing- 
lich, welche hier in Angriff genommen wird. 


ll. Uber den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung der Saccharase. 


Sei E die anfingliche Konzentration des wirksamen 
Enzyms, y die im gleichen Volumen zur Zeit t zerstérte Menge 
Enzym, so erhalten wir durch Integration von 


dy __ — 
at Xe @-y) 


die Gleichung: 
ot. 
t E-y 
wenn man die Annahme zu Grunde legt, dafi der Zerfall der 
Saccharase beim Erhitzen im Wasser eine Reaktion erster 
Ordnung ist. 

Machen wir die weitere Annahme, dafi die enzymatische 
Inversionsgeschwindigkeit der Konzentration der wirksamen 
Invertase proportional ist, so wird E durch die in der be- 
treffenden Lésung sich ergebenden Inversionskonstanten k ge- 
messen, und obige Formel geht iiber in 


wenn wir mit k, die Inversionskonstante der urspriinglichen, 
nicht erhitzten Saccharaseliésung bezeichnen und mit k; die 
Inversionskonstante, die sich nach einer Erhitzungsdauer von 
t Minuten ergibt. 

Die Giiltigkeit dieser Formel fiir die Inaktivierung der 
Saccharase ist bis jetzt noch keiner genaueren Priifung unter- 
zogen worden, und wir muBten uns deshalb selbst dariiber 


> 
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orientieren, innerhalb welcher Grenzen die Konstante ke von 
der Zeit und von der Enzymkonzentration unabhingig ist. 


Die Prifung geschah bei der hierfiir sehr geeigneten 
Temperatur von 59°. 

















Erhitzungs- 
dauer k - 104 Rel. ke. - 108 
Minuten 
Versuchsreihe 24, 
0 37,6 100 — 
30 24,0 64 6.6 
60 18,0 48 5.3 
120 14,4 38 3,5 
Versuchsreihe 25. 
0 43.0 100 — 
30 27,4 64 6.5 
60 22.3 52 4.8 
90 19,3 45 3.9 
120 17,1 40 3.3 











Die Werte von kc nehmen also hier mit steigender Er- 
hitzungsdauer stark ab, mit anderen Worten, die Inaktivierung 
geht mit steigender Erhitzungsdauer immer langsamer vor sich. 


Diese Versuche waren mit Enzymlésung 3b ausgefiihrt, 
und zwar in der gewodhnlichen Verdiinnung 1: 200 bis 1: 250 
(von der Verdiinnung 1:50 wurden 10 ccm weiter auf 40 bzw. 
50 cem verdiinnt). 


Kine weitere Versuchsreihe wurde mit konzentrierterer 
Knzymlésung ausgefiihrt, und zwar wurde zu jedem Erhitzungs- 
versuch angewandt: 


30 ccm Enzymlésung 3b, Verdiinnung 1: 7,5, 
10 ecm 4°/,ige KH, PO,-Lésung, 
40 cem (im 50 cem-Mefikolben). 


Die gesamte Verdiinnung betrug also 1:10. 


Nach der Erhitzung wurde der Inhalt des Mefkolbens 
auf 50 ccm verdiinnt und davon wurden zu jeder Inversion 
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5 ccm entnommen; dieselben wurden zu Lésungen von der 
folgenden Zusammensetzung zugesetzt: 


8 g Rohrzucker, 
85 g Wasser, 
10 cem 4°/,ige KH, PO,-Lésung, 
95 ccm. 
Das Ergebnis war folgendes: 


Versuchsreihe 26. 














Erhitzungs- 
dauer k- 104 Rel. ke - 103 
Minuten 
0 89 83 100 a 
30 38,22 — 43 12,3 
60 - 21,7 26 9,7 
120 18,7 — 21 5,7 











Auch bei diesem Versuch nimmt also kc ab. Aufierdem 
bemerkt man, dafi die absoluten Werte der Konstanten kc un- 
gefahr doppelt so grofi sind als in den vorhergehenden Ver- 
suchsreihen. Die Temperaturempfindlichkeit scheint also mit 
steigender Enzymkonzentration zuzunehmen, was in Uberein- 
stimmung mit friiheren Angaben steht’). Es lag nahe, diese 
Tatsache mit der Abnahme der Konstanten kc in den Ver- 
suchsreihen 24—25 in Beziehung zu setzen. 


Um hieriiber weitere Anhaltspunkte zu gewinnen, wurde 
der folgende Versuch angestellt: 


Enzymlésungen wurden in 3 Verdiinnungen, namlich 


A B C 
1:10 1:50 1:200 


gleichzeitig 1 Stunde lang auf 59°+0,3° erhitzt. Diese En- 
zymlésungen waren in gleicher Weise hergestellt wie in der 
vorigen Versuchsreihe: 





1) Effront, Die Diastasen, Deutsche Ubers. 1900, S. 62. 
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1: 7,5 bei A 
30 ccm Enzymlésung 3b, verdiinnt { 1: 37.5 , B 
2:288 ., OG, 


10 cem 4°/,ige KH, PO,-Lésung, © 
40 ecm (in 50-cem-Mefkolben). 


Nach Erhitzen wurden die Liésungen auf 50 ccm verdiinnt. 
Zur Inversion wurde von jeder Liésung so viel verwandt, als 
0,2 cem unverdiinnter Enzymlésung entspricht, namlich 


A B C 
2,0 ccm 12,5 ccm 50 ccm 
Der Rohrzucker wurde in der erforderlichen Verdiinnung 


zugesetzt, so dafi das gesamte Volumen stets 100 ccm betrug, 
es kamen also zu 8 g Rohrzucker: 


bel A B C 

85 ecm Wasser 80 cem Wasser 50 ecem Wasser, 
12,5 cem Phosphatlés., 7,5 cem Phosphatlis., 

97,5 ccm, 87,5 ccm. 


Die folgende Tabelle enthalt die Ergebnisse: 


Versuchsreihe 27. 














Verdiinnung des 
Enzyms wiihrend | Nicht erhitzt Erhitzt auf 59° 
der Erhitzung k- 104 k-10¢ | Rel. | ko- 103 
1:10 40,2 12,6 | 31 8,4 
1:50 44,8 22,9 51 4,9 
1: 200 42.6 24,2 58}! 








Auch hier zeigt sich also deutlich eine Abhingigkeit 
der Inaktivierungskonstanten kg von der Enzymkon- 
zentration, und zwar um so stirker, je héher die Enzym- 
konzentration ist; bei geringer Enzymkonzentration ist der 
Einfluf§ auf den Wert von ko gering. 

Die hier gefundene Konzentrationsfunktion erinnert an 
eine ahnliche Beziehung, welche Chick und Martin’) in 





1) Chick und Martin, Journ. of Physiol. Bd. 40, S. 404 (1910). 
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ihrer grundlegenden Arbeit iiber die Koagulation der Proteine 
aus Liésungen von Ei-Albuminkristallen festgestellt haben '), wie 
ja iiberhaupt die Hitzekoagulation der Kiweibkiérper und 
die Hitze-Inaktivierung der Enzyme wesentliche Analogien 
darbieten *). 

Chick und Martin nehmen an, dafi die abnorm schnelle 
Abnahme der Koagulationsgeschwindigkeit auf der Anderung 
der Aciditét wihrend der Reaktion beruht. Eine analoge 
Méglichkeit lag auch bei unseren Versuchen vor, und wir 
haben bei einer Wiederholung der Versuchsreihen 24 und 25 
die Aciditit vor und nach einstiindigem Erhitzen auf 59° be- 
stimmt, mit folgendem Resultat: 


Vor dem Erhitzen: p, = 4,45, 
Nach , »  ° Py = 4,6. 

Die Acidititsinderung kann also die Abnahme der In- 
aktivierungsgeschwindigkeit nicht beeinflufit haben. 

Wenn nun auch die in Rede stehende Konzentrations- 
funktion sowie die Abweichung der Inaktivierung vom mono- 
molekularen Verlauf noch genauer festgelegt werden kann, 
als es hier geschehen ist, so ist doch deutlich, dafi die ge- 
nannten Abweichungen von den einfachsten Verhiltnissen nicht 
auf Wersuchsfehler zuriickgefiihrt werden kénnen®), 

Man kann die Armahme machen, dali sich nicht alle 
Molekiile der Saccharase, welche sicher eine hochmolekulare 
Substanz ist (Kuler und Kullberg haben an einem sehr 
reinen Priiparat ein Molekulargewicht von ca. 30000 gefunden) 


1) Die Koagulation von Himoglobin verliuft nach Chick und Martin 
hingegen normal. 

*) Auch Madsen und Streng, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 70, 
S. 263 (1910) fanden, da® der Zerfall des Coliagglutinins aus Kaninchen 
sowie des Typhusagglutinins aus Ziege nicht monomolekular verliuft. 
sondern mit bedeutend schneller abnehmender Geschwindigkeit. 

5) In diesem Zusammenhang soll besonders betont werden, dai Fehler 
in der Bestimmung der Erhitzungszeit unsere Resultate nur wenig beein- 
fluBt haben diirften. Bei der Einstellung auf die Erhitzungstemperatur 
wurde das kritische Temperaturgebiet, das bei etwa 55° beginnt, schnell 
— in héchstens 60 Sekunden — durchlaufen und noch weit schneller 


geschah die Abkiihlung unter das kritische Gebiet. 
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im gleichen Zustand der Hydratation befinden, sondern wie 
z. B. Hieralbumin (Sérensen und Hdéyrup) verschiedene 
Mengen Wasser binden, so dafi sich tatsiichlich verschiedene 
Arten von Saccharasemolekiilen in der Lisung befinden, welche 
miteinander im Gleichgewicht stehen’). 


Diesen verschiedenen Hydratationsformen wird eine ver- 
schiedene Stabilitit zukommen, und bei Erhitzung miissen 
die labilsten Molekiile zuerst der Inaktivierung unterliegen. 
Wenn nun die LEinstellung des Hydratationsgleichgewichts 
Jangsamer verliiuft als die Inaktivierung, so wird die Folge 
sein, daf} der nichtinaktivierte Anteil der Enzymmolekiile 
immer stabiler wird. | 

Was die experimentelle Bestimmung der Temperatur- 
empfindlichkeit betrifft, so wird man den Inaktivierungskoeffi- 
zienten kc, wie er eingangs definiert wurde, als Maf} beibe- 


ka . ‘ " 

sich mit k, in- 
dert, die Bedingungen, unter denen kc bestimmt werden soll, 
festlegen, um die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen 


vergleichbar zu machen ®). 


halten, muf} aber, da der Ausdruck : In 


Wir schlagen folgende Bedingungen vor: 

Erhitzungszeit: 50—70 Minuten; Interpolation auf 60 Mi- 
nuten. Die Enzymkonzentration wird so gewihlt, dafi bei 
Zimmertemperatur die Inversionskonstante unter Normal- 
bedingungen (8 g Rohrzucker, p, = 4,5) etwa den Wert 
40-10% bekommt. Durch den hieraus erhaltenen Wert von 
ke und die Angabe der Erhitzungstemperatur ist dann die 
Temperaturempfindlichkeit der Saccharase festgelegt. 

Es diirfte oft Vorteile bieten, auch zur Ermittlung bzw. 
Angabe der ,Tétungstemperatur‘ eine griéfiere Erhitzungs- 


1) Sérensen und Héyrup, Diese Zeitschr. Bd. 108, 8S. 267 (1918). 
Man vergleiche die sehr interessanten Ausfiihrungen 8, 289 ff. 

*) An einigen Enzymen, wie Urease, Lipase u. a. glaubte Groll 
(Kolloid-Zeitschr. Bd. 21, 8. 188 [1917]) periodische Schwankungen bei 
der Inaktivierung gefunden zu haben. Die betr. Befunde diirften sich in 
einfacherer Weise erkliren lassen (Euler und Brandting, Biochem. 
Zeitschr. Bd. 96 [1919}). 
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dauer zu wiahlen, als die friiher’) vorgeschlagenen 15 oder 
30 Minuten, auch hier diirften 60 Minuten meist die geeignete 
Zeit sein, so dafi also als ,Tétungstemperatur* diejenige 
zu bezeichnen wire, bei welcher das Enzym in wiafriger 
Lésung (ohne Substrat, bei festgelegtem bzw. optimalem p,) 
nach 60 (bzw. 30) Minuten langer Erhitzung auf die 
Halfte seiner Aktivitat sinkt. 


ill. Abhangigkeit des Inaktivierungskoeffizienten kc 
von der Temperatur. 


In der folgenden Tabelle sind die Inaktivierungskoeffizienten 
fiir Temperaturen von 50°—64,3° zusammengestellt. 

Aus den in der letzten Spalte mit * bezeichneten Koeffi- 
zienten sind die Arrheniussche Temperaturkonstante A = 


101000 und weiter die iibrigen in derselben Spalte gegebenen 
kc-Werte berechnet. 


Saccharase aus Oberhefe. Optimale Aciditiit (py = 4,5); Enzymlis. 3b, 

















Vers.- | Temperat. | Dauer d. Erhitzung ko: 108 xs: 
Nr. Minuten gefunden | berechnet 
5 50,0 60 0 | 0,06 
12 50,0 60 0,68 | * 0,68 
6 55,1 60 0,6 0,7 
18 56,1 60 1,1 if 
24 97,5 60 . Be 2,2 
103 59,0 60 5,3 | 4,4 
107 59,2 60 4,8 4,8 
19 59,9 60 6,62 * 6,62 
25 61,8 30 20 16 
26 64,3 30 43 47 

i 











Die kc-Werte sind in der nachstehenden Fig. 1, in 
Kurve 1 zusammengestellt. Letztere stellt also die berechnete 
Temperaturfunktion dar. 


1) Euler, Allg. Chemie der Enzyme, Wiesbaden 1910, S. 176; 
Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 1386 (1911). 
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IV. Abhangigkeit der Temperaturempfindlichkeit der Saccharase 
von der Aciditat. 


In jeder Versuchsreihe haben wir das Verhiiltnis zwischen 
den Inversionskonstanten der 1 Stunde lang erhitzten und 
der nicht erhitzten Enzymlésungen von der gleichen Aciditit 
berechnet und mit 100 multipliziert. Die so erhaltenen Zahlen, 
welche den Versuchsreihen 2—13 entnommen wurden, sind 
als Ordinatenwerte in der umstehenden Fig. 2 eingetragen. 

Man sieht aus der Figur, daf} ein sehr ausgeprigtes 
Maximum der Toleranz bzw. ein Minimum der Emp- 
findlichkeit zwischen p,=4 und 5 liegt. 


Einstiindige Erhitzung. 














ben nae PH Rel.= . alesis 
28 45 3,0 74 
3l 45 4,0 97 
15 50 2,6 1 
21 50 3,0 50 
29 50 3,0 26 
32 20 4,0 98 
34 50 41 99 
) 50 4.4 101 
00 50 42 99 
8 50 5,7 46 
40 50 5,7 7 
42 50 5,8 50 
44 o0 6,1 11 
48 50 6,8 4 
oD 50 4,1 90 
6 i) 4,4 92,5 
12 55 4,5 91 
o7 50 5,2 3 
9 ays) 5,7 6 
45 Ay) 6,1 0 











Es wurde ferner die Arrheniussche Konstante A der 
Inaktivierung, also die Temperaturkonstante des Koeffizienten 
ke fiir verschiedene p,, berechnet. 
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Vers.- p Temperat.}| Dauer d. Erhitzung] | ko- 108 rom = i 

Nr. = . Minuten gefunden berechnet| 

36 {| 30.0 60 0,05 | 0,17 

37 | 5,23) 54,9 60 13 | * 138 te 000 

55 | 571 60 3, * 33 

32 | 50,8 60 02 | 0,07 

52 | 40}1 549 60 0,92 | * 0,92 | 1000 

53 | 60,0 45 128 | *128 

98 | 45,4 60 22 |* 29 

ae heal | | 2 th 75,000 

29 | 50,2 60 98 |*98 If 

39 (| 42,8 60 32 «| * 082 f).. 
ay ; 53.000 

40 | 2!) 50,0 60 20 |*20 Tf” 




















> 


In der Fig. 3 ist A als Funktion von p,, dargestellt. 
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Wir entnehmen aus dieser Kurve, daf} A, also der Tempe- 
raturkoeffizient der Inaktivierungskonstanten, am gréfiten ist 
in dem Gebiet, in welchem die Temperaturempfindlichkeit 
selbst ihr Minimum hat, in welchem also das Enzym die gréfte 
Temperaturstabilitat besitzt. Dieses Gebiet fallt ganz in die 
Nahe der optimalen Wirkung der Saccharase, woraus folgt, 
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daf} das freie Saccharasemolekiil den gréSten Temperatur- 
koeffizienten der Inaktivierung besitzt, wihrend die Inak- 
tivierungsreaktion durch iiberschiissige H- und OH-Ionen mit 
steigender Temperatur langsamer zunimmt. 


V. Beeinfiussung des Inaktivierungskoeffizienten kc durch den 
Luftsauerstoff. 


Nach Duclaux und Fernbach wird Saccharase durch 
den Sauerstoff der Luft unter Oxydation mehr oder weniger 
rasch zerstért, relativ schnell in alkalischer Liésung, viel lang- 
samer in Gegenwart einer Siure. Fiir unsere Arbeit war es zu- 
nichst wesentlich, festzustellen, ob bei Ausfiihrung der Inakti- 
vierungsversuche (p,, = 4,5) mit unserer experimentellen An- 
ordnung — die Lésungen befanden sich beim Erhitzen in 
langhalsigen Mefikolben — der Sauerstoff der Luft einen Ein- 
flufs auf die Resultate ausiiben kann. 

Wir haben deshalb Parallelversuche in der Weise angestellt. 
daf} die bei hédheren Temperaturen auf Inaktivierung zu unter- 
suchenden Lésungen in zuschmelzbare Glasréhren gebracht 
wurden, welche nach Einfiillen der Lésungen teils mit Luft 
und teils mit reinem Wasserstoff gefiillt und dann zugeschmolzen 
wurden. Die Erwirmung geschah also teils in einer Luft-, 
teils in einer Wasserstoffatmosphire. Jede Réohre enthielt 
10 com Enzymlésung (aus Oberhefe) + 5 ccm 4°/,ige KH, PO,- 
Lésung. 

Nach der Erhitzung wurden die Réhren sofort abgekiihlt 
und die Inversion geschah nach Zugabe des Réhreninhaltes 
zu einer Rohrzuckerlésung von folgender Zusammensetzung: 


4,8 g Rohrzucker 
40 ccm dest. Wasser 
5 ecm 4°/,ige KH, PO,-Lésung. 

Das Versuchsergebnis wird aus der folgenden Tabelle 
(Versuchsreihe 20) ersichtlich. 

Eine zerstérende Kinwirkung des Luftsauerstoffs hat sich 
also sicher nicht geltend gemacht. Die etwas stiirkere Inak- 
tivierung unter Wasserstoff ist vielleicht veranlaBt durch die 
Umriihrung beim Einleiten des Gases (Schiittel-Inaktivierung). 
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Versuchsreihe 20: 








as: in Luft | i. Wasserstoff 
Erhitzung ms ay ie aa: ES 
k-10*| Rel. {k-10¢| Rel. 





86 Nicht erhitzt 61,0 | 100 | 61,0 100 
88, 87] 75 Minuten auf 57,4°] 51,0 | 84 | 480/| 79 
90,89]60 , , 599°} 35,2) 58] 318/ 5 











Dieses Ergebnis bestiitigt also vollkommen die Angabe von 
Jodlbauer’), da die Hitze-Inaktivierung der Saccharase un- 
beeinfluBt davon verlauft, ob Sauerstoff anwesend ist oder nicht. 


_ VI. Vergleich’ des Inaktivierungskoeffizienten kc einer Oberhefe und 


einer Unterhefe. 


Die friiheren Versuche aus dem hiesigen Laboratorium 
itiber die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase waren mit 
Enzym aus Unterhefe angestellt worden. Nachdem nun an 
Oberhefe Resultate mit genauer definierter Aciditit gewonnen 
waren, wollten wir mit der gleichen Methodik auch die Sac- 
charase einer Unterhefe aufs neue untersuchen, um damit die 
schon friiher behandelte Frage wieder aufzunehmen, ob die 
Saccharase aus beiden Hefetypen Verschiedenheiten in der 
Temperaturempfindlichkeit aufweist’). 

Euler und Kullberg hatten friiher Bezug genommen 
auf Angaben der Literatur®), nach welchen die Optimal- 
temperatur der Saccharase der Oberhefe um 25° héher liegt 
als die entsprechende Temperatur der Unterhefe. Im Gegen- 
satz hierzu war in der erwihnten Arbeit angegeben worden, 
da} ein vorlaufiger Versuch einen auferordentlich viel gerin- 
geren Unterschied ergeben hatte, nimlich von etwa 1 Grad, 
wobei allerdings die verhialtnismifig sehr grofen Versuchs- 
fehler betont wurden, welche sich bei der Arbeit mit der 
angewandten sehr Saccharase-armen Hefe ergaben. 





1) Jodl bauer, Biochem. Zeitschr. Bd, 3, S. 483 (1907). 

2) Die Ermittlung der ,Zerfallskonstanten* der Enzyme zu ihrer 
Charakterisierung hat schon Tammann vorgeschlagen (Zeitschr. f. physik. 
Chem, Bd. 18, S. 442 [1895]). 

3) Kjeldahl, Med. fr. Carlsberg Labor. (1879). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CVIII. 6 
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Als Unterhefe wurde unsere oft untersuchte Brauerei- 
Unterhefe H angewandt, und zwar nach der genau gleichen 
Methodik untersucht wie die Oberhefe. 


Relative Inversionskonstanten bei py, = 4,5. 





Vers.- 











Temperatur Dauer der Saccharase Saccharase 
Nr. 0 Erhitzung aus Oberhefe | aus Unterhefe 
5, 57 50 60 101 99 
12, 71 55 60 91 97 
24, 63 57,5 60 74 89 
19, 64 60 60 40 7 
25, 72 61,8; 62,5 30; 60 24 31 , 














Aus der Tabelle geht hervor, dafi die Saccharase aus der 
vorbehandelten Unterhefe weniger temperaturempfind- 
lich ist als das entsprechende Enzym aus Oberhefe. 
Dieser Befund ist jedenfalls unerwartet, da ja die Unterhefe, 
welche der Brauerei entstammt, dortselbst lange an die 
Giirungstemperatur von etwa 10° gewéhnt war, wiihrend die 
Oberhefe bei einer mittleren Temperatur von etwa 20° ge- 
ziichtet war. 

















Nun war allerdings dies hier untersuchte Unterhefen- 
enzym aus der Brauereihefe gewonnen worden, nachdem diese 
zwecks Anreicherung an Saccharase bei etwa 25° im Labora- 
torium vorbehandelt worden war und dabei wihrend 15 Tagen 
Girungen durchgemacht hatte. Es war nicht ausgeschlossen, 
da sich die Hefe und damit ihre Saccharase wihrend dieser 
Vorbehandlung bei héherer Temperatur verindert hatte. 























Aus diesem Grund wurden einige weitere Versuchsreihen : 
(18—19) mit unvorbehandelter Unterhefe H, wie sie aus der 7 
Brauerei kam, angestellt'). Der Vergleich bezieht sich in 


‘) Eine bei dieser Versuchsreihe ausgefiihrte Zellenzihlung ergab die 


Zellenzahl 1,0 - 10°, somit die Inversionsfihigkeit Inv. = k-g Zucker 
Zellenzahl 
149 -10-4-8 ; 
—_ = —_—_- «= ° -12 ; —— 45 0. p 
1,0 - 1010 12-10-12, bei py = 4,5 com und 16°. (Vergl. hierzu 


Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 201 (1919). 
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dieser Versuchsreihe, wie besonders betont werden soll, 
nicht, wie oben, auf die isolierten Enzyme, sondern 
auf die von den Zellen selbst ausgeiibten Enzymwir- 
kungen. 

Die Hefe wurde auf 55°, 60° und 62,5° erhitzt. Wir 
stellen die Resultate mit den (vorher und gleichzeitig) an 
unvorbehandelter Oberhefe gewonnenen zusammen, und geben 
fiir jede Erhitzung sowohl die relativen Werte der Inversions- 
konstanten an (nicht erhitzte Hefe = 100) als die Inaktivie- 
rungskonstanten ko. 








60 Minuten auf} 60 Minuten auf | 30 Minuten auf 
0 








Vers.- Erhitzung: | 550 pzw, 59,3°} 60, baw. 60,1° 62,5° 
Nr. —— Die Nea ee Terre Seaer 
Heferasse Rel. k | kc- 10°} Rel. k | kca-10*] Rel. k ‘/kc- 108 
s2,85,83 | Unterhefe H 95 0,35 61 3,6 65 | 6,2 
77. 78, 80 | Oberhefe SBI] 94 0,45 49 | 5&2 46 | 11,2 














Das Ergebnis dieses Versuches stimmt also recht ange- 
nihert mit demjenigen des vorhergehenden iiberein, und es 
ergibt sich also auch fiir die unvorbehandelte Unterhefe H 
eine merkbar héhere Temperaturtoleranz als fiir die Ober- 
hefe SB. Man findet die beiden zu vergleichenden Kurven 2 
ind 4 in der Fig. 1. 

Dies ist, wie oben erwihnt, nicht in Ubereinstimmung mit 
den Angaben der Literatur, insbesondere scheint unser Resultat 
unvereinbar mit den Angaben Kjeldahls*) iiber die sehr 


starken Unterschiede zwischen den Optimaltemperaturen der 
Oberhefe und der Unterhefe. 


Wir betrachten zunichst noch den Temperatureinfluf auf 
die Inaktivierung der aus vorbehandelter Unterhefe isolierten 
Saccharase. Aus folgender Tabelle ersehen wir, dafi sich die 
Beobachtungen gut an die Arrheniussche Formel anschliefien. 
Die Messungen sind bei der Aciditét py, = 4,5 ausgefiihrt. 


') Kjeldahl, Medd, fr. Carlsberg Labor. (1879). 
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miei Dauer der kc - 103 
Nr. Temperatur | Erhitzung |————___— 

os ;. Minuten gefunden | berechnet 
57 50,1 60 a 
71 55,0 60 0,2 0,2 ie oes 
63 57,5 60 ose | 082 [104000 
64 60,0 60 2,6 2,6 
72 62,5 60 85 | #85 OL 


Der Temperaturkoeffizient der Inaktivierung ist 
also fiir die Saccharase aus Unterhefe genau der 
gleiche wie fiir die Saccharase aus Oberhefe. In der 
Fig. 1 ist diese Exponentialfunktion durch eine gestrichelte 
Kurve angegeben. Es geht aus dieser Figur hervor, dafi der 
Unterschied in der Inaktivierungskonstante ke beider 
Saccharasen einer Temperaturdifferenz von etwa 2' 
entspricht. 

Unerwartet ist der Befund, dafi} die gréfere Empfind- 
lichkeit gegen héhere Temperaturen sich gerade bei derjenigen 
Hefe zeigt, welche unter normalen Bedingungen bei héherer 
Temperatur kultiviert wird. Zunichst ist also nochmals zu 
betonen, wie dies bereits auf Grund des vorlaufigen Versuchs 
von Euler und Kullberg 1910 geschehen ist, daf} von einer 
Anpassung der Saccharase der Oberhefe an die héhere Tem- 
peratur der Kulturen nicht die Rede sein kann. 

Was dann die Frage betrifft, ob — gleichgiiltig aus welcher 
Ursache — iiberhaupt verschiedene Saccharasen existieren, so 
wollen wir uns auf Grund des vorliegenden Materials noch 
nicht endgiiltig aufern. Einerseits haben wir, wie aus der 
Versuchsreihe 21 hervorgeht, keine speziellen Schutzstoffe 
finden kénnen, welche die gréfere Temperaturtoleranz der 
Unterhefe veranlassen kénnte. Andererseits liegen bisher nur 
die Messungen an einer Oberhefe und einer Unterhefe vor, 
so dafi erst festgestellt werden muf, ob und in welchen 
Grenzen fiir die Oberhefen und fiir die Unterhefen die Tem- 
peraturempfindlichkeit eine konstante und von duberen Ein- 
fliissen unabhingige Gréfe ist. 
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Es wurde nun auch fiir aus Unterhefe isoliertes Enzym die 
Temperaturkonstante A noch bei verschiedenen Acidititen 
untersucht. 


























; Dauer der ke - 108 
Vers.- T , : 
: epee: = Tees Es 
Nr. | 
0 Minuten gefunden | berechnet 
Pu = 9,4 
60 50,1 60 0,58 | 0,52 
61 54,9 60 182 | *1,82 - 
65 57.5 60 3,53 | *3,55 56 000 
66 60,0 45 92 | 6,7 
PH = 3,1 
68 50,0 60 1,45 *145 |) A= 
69 55,0 60 12,3 | *12.3 J 90000 


In Fig. 4 ist A als Funktion von p,, dargestellt: 
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Wie ersichtlich, stimmt diese Kurve recht gut mit der- 
jenigen der Fig. 3 iiberein, welche sich auf Oberhefe bezieht. 
Aus dem nun noch fiir das Unterhefenenzym gefundenen 
Maximum fiir A zwischen py = 4 und 5 erklirt sich bis zu 
einem gewissen Grad der in den Untersuchungen von Euler 
und af Ugglas sowie von Euler und Kullberg gefundene 
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kleinere Wert A = 70000, da in den genannten Untersuchungen 
meist bei Acidititen gearbeitet wurde, welche zu beiden Seiten 
des Maximums, iiberwiegend auf der alkalischen Seite lagen. 


Versuch mit Saccharomyces Thermantitonum. 
In weiterer Verfolgung der Frage, ob tatsichlich 


1. in verschiedenen Hefen Saccharasen mit verschiedener 
Temperaturempfindlichkeit vorkommen, 

ob sich Anhaltspunkte dafiir finden lassen, dafi diese 
Verschiedenheiten das Ergebnis von Anpassungen an 
verschiedene Temperaturen sind, unter welchen die 
Hefen kultiviert wurden, 


bo 


haben wir unsere Untersuchung auf Saccharomyces Therman- 
titonum (Johnson) ausgedehnt, welche, auf siidlichen Pflanzen 
aufgefunden, an héhere Temperaturen angepafit zu sein scheint, 
als die gewoéhnlichen Kulturhefen. So macht A. Joergensen 
iiber die Temperaturverhiltnisse dieser Hefe folgende Angaben’): 
»Die Hefe entwickelte sich in einer Flasche, welche zufiallig 
bei einer Temperatur von 84°C. infiziert worden war. Die 
Zellen waren aber bei dieser hohen Temperatur nicht getétet 
worden..... Fiir Girungen im grofien benutzt Johnson eine 
Temperatur von 50°C. als Anstelltemperatur..... Die Opti- 
maltemperatur fiir Vermehrung und Girung liegt zwischen 40 
und 44°C,* 

Den von uns untersuchten Stamm verdanken wir Herrn 
Direktor Alfr. Joergensen, welcher so freundlich war, uns 
2 Kulturen aus seiner Sammlung zu iiberlassen. Die Hefe 
war im girungschemischen Laboratorium von A. Joergensen 
14 Jahre in gehopfter Wiirze von ca. 11° Ball. bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt worden. 

Von uns wurde die Hefe in Hefenwasser iibergeimpft. 
welches ca. 1°/, Trockensubstanz und aufberdem 2°/, zuge- 
gesetzten Rohrzucker enthielt. In dieser Nahrlésung wurde 
sie bei 25—-30° geziichtet; bei dieser 'l'emperatur wichst die 


1!) Alfr. Joergensen, Die Mikroorganismen der Girungsindustrie. 
5. Aufl. Berlin (1909). 
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Hefe sehr rasch aus; schon im Laufe von 2 Tagen ist das 
Wachstum der Hauptsache nach beendet. 

Die Hefe wurde abzentrifugiert und dann in Wasser auf- 
geschlemmt. Von dieser Suspension wurden 10 cem zu jedem 
Versuch benutzt. 

Wir werden auf diese Messungen an anderer Stelle zuriick- 
kommen und fiihren hier nur die Endergebnisse an: 








, Dauer der Rel. 
Versuchs- Temperatur Biditsone Viswaiiabinan. kc - 103 
reihe 
0 Minuten konstanten 
17 -- 100 0 
- J 59,7 60 82 1,5 
64,1 60 15 14 
64,5 30 26 19 
17 60 100 0 
m 57,5 60 90 0,8 
62.5 60 (63) (3,4) 
65,0 30 39 13 

















Nach diesen Versuchen ertrigt die Saccharase aus Sac- 
charomyces Thermantitonum ohne nennenswerte Inakti- 
vierung einen wesentlich héheren Temperaturgrad 
als die Saccharase unserer Kulturhefen. Der Unter- 
schied in der Inaktivierungskonstanten kc der Saccharase aus 
unserer Brennerei-Oberhefe und aus Saccharomyces Thermanti- 
tonum entspricht einer Temperaturdifferenz von etwa 3°. 

Ob der von uns untersuchte Thermantitonumstamm durch 
das lange Verweilen bei einer tieferen Temperatur als der fiir 
ihn natiirlichen eine Verinderung hinsichtlich seiner Tempe- 
raturkonstanten erlitten hat, kénnen wir nicht angeben; es 
soll jedoch versucht werden, den Stamm wieder an héhere 
Temperaturen ,anzupassen‘. 


Vil. Vergleich des Koeffizienten kc bei Anwendung isolierter 
Saccharase und frischer Hefe. 


Beziiglich einer Schutzwirkung, welche die Hefenzelle auf 
die in ihr enthaltene Saccharase ausiibt, liegt eine Angabe 
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von A. Fernbach’) vor, welche, wenn sie sich als allgemein 
zutreffend erwiese, ein erhebliches Interesse beanspruchen 
kénnte. Nach dieser Angabe ist die in der Hefenzelle ein- 
geschlossene Saccharase bedeutend toleranter gegen héhere 
Temperaturen als das gleiche Enzym in wiafriger Lésung, und 
zwar in dem Grad, ,daié, wenn eine wiafirige Hefenemulsion 
1/, Stunde im Kochen gehalten wird, nur ein Teil der in ihr 
enthaltenen Saccharase zerstért wird‘. ,Si, lorsque I’ébulli- 
tion cesse, la levure reste encore pendant quelque temps en 
contact avec le liquide, la sucrase intérieure se diffuse a |’ex- 
térieur, et reste inaltérée dés que la température est descen- 
due assez bas, c’est-a-dire au voisinage de 70 ou 75°. A partir 
de ce moment, le liquide aura des propriétés inversives d’autant 
plus énergiques que le contact avec la levure sera prolongé 
davantage. “ 

Fernbach gibt dann z. B. folgenden Versuch an: Zwei 
gleiche Teile Hefe werden mit der 10fachen Menge Wasser 
'/, Stunde lang gekocht. Der eine Teil (A) wird schnell ab- 
gekiihlt, der andere wird der freiwilligen Abkiihlung iiber- 
lassen. Nach Verlauf von 1'/, Stunden werden die beiden 
Infusionen filtriert und man laft 5 ccm von jeder auf 5 ccm 
einer 50°/,igen Rohrzuckerlésung wiahrend 3 Stunden bei 56° 
einwirken. Folgende Mengen invertierten Rohrzuckers wur- 
den gefunden: 

A 0,156 g, 
B 0,072 g. 

Diese Angelegenheit erschien uns, schon in methodischer 

Hinsicht, wichtig genug, um weiter gepriift zu werden. 


Versuch. 


Von einer homogenen Aufschlimmung von 20 g frischer 
Oberhefe S B II in 200 ccm Wasser werden zu 3 Versuchen 
je 50 ccm angewandt. 


A Emulsion aufgekocht; kocht 15 Min.; rasche Abkiihlung, 
B . ‘ - .° 2: . ae |. ; 
C : . und unmittelbar abgekiihlt. 


1) Fernbach, Ann. Inst. Pasteur Bd. 4, 8. 641 (1890). 
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Nach 1'/, Stunden wird filtriert, die Filtration dauert 
ca. 2 Stunden. Das Filtrat wird mit 12,5 cem 4°/,iger 
KH, PO,-Lésung und Wasser auf 50 ccm verdiinnt. 

Inversion mit 50 ccm Rohrzuckerlésung (8 g Rohzucker) 
bei 50—52°. 


Es wurden folgende Drehungen gefunden: 

















Stunden A B C 
WF 1,34 1,34 1,34 
3 1,32 1,33 1,30 
16 1,24 1,24 1,20 


Somit hatten sich Spuren einer Inversion bemerkbar ge- 
macht. Zur Kontrolle wurde nun in den entsprechenden 
Lésungen der nach 17stiindiger Inversion gebildete Invert- 
zucker nach Bertrand bestimmt, und zwar in Proben von 
je 2 ccm. 

Nach Abzug der in einem Blindversuch erhaltenen Re- 
duktion wurde gefunden: 

A: pe = 47 B: py = 4,4 C: py = 4,4 
g Invertzucker 0,30 0,355 0,16. 

Auf Grund dieses Ergebnisses, welches also tatsichtlich 
eine Inversion anzeigte, wurde nun ein Inversionsversuch mit 
Lésungen ausgefiihrt, welche entsprechende Phosphatmengen 
und entsprechende Aciditét (p, = 4,7), aber kein Hefenwasser 
enthielten. Hierbei wurden innerhalb der Versuchsfehler- 
grenzen die gleichen Mengen Invertzucker erhalten. 

Da Fernbach meist bei optimaler Aciditaét invertiert 
hat, so wird die von ihm gefundene Inversion zum Teil eine 
Wirkung der Siaure sein. Allerdings lait sich mit dieser 
Annahme das Ergebnis seines zweiten, 1. c. S. 645 beschrie- 
benen Versuchs nicht erkliren, welcher andererseits vielleicht 
doch auf Infektion zuriickzufiihren ist. 

Jedenfalls haben wir keine Anhaltspunkte dafiir 
gefunden, dafi die Saccharase des Hefenwassers zum 
Teil kochbestindig ist. 
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Gegen Gifte und alle bis jetzt untersuchten Einfliisse 
verhilt sich die Saccharase in den Hefezellen ebenso wie das 
isolierte Enzym. Immerhin bestand die Méglichkeit, dafj 
Bestandteile der Zelle eine Schutzwirkung gegen die Inakti- 
vierung austiben. Deswegen haben wir die Inaktivierung bei 
Py = 4,5 einerseits der freien Saccharase aus Autolysesaft 
und andererseits der Saccharase frischer Zellen der gleichen 
Oberhefe miteinander verglichen. 


Die Enzymlésung wurde in der 8. 75 beschriebenen Weise 
untersucht, und zwar wurden hierzu 10 ccm derselben ange- 
wandt. Zur Untersuchung der frischen Hefenzellen kam statt 
dieser 10 ccm eine Emulsion, enthaltend 1 g Hefe S BIL zur 
Anwendung. Im iibrigen stimmten alle Versuchsbedingungen 
miteinander iiberein. Die Kolben mit Enzymlésung und die- 
jenigen mit Hefenzellen wurden, um Ungleichheiten der Er- 
hitzung auszuschliefien, 1m gleichen Thermostaten gleichzeitig 
erwarmt. py = 4,9. 

Die Versuche findet man in der Beilage, Versuchsreihe 17. 
Die Endergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt 
(vergl. auch S. 88). 


Oberhefe S B II. 





. ; Erhitz.- |Dauer der] Jgoliertes Enzym Hefe 
Vers,-Nr. | Temperat.{ Erhitzung)— ——__jJ_ oo 
0 Minuten | k-10* | _ Rel. k - 10* Rel. 











73, 76 —- —_ 33,5 | 100 25,0 | 100 
74, 77 55,3 60 28,8 | (86) 90 23,5 94 
75, 78 60,1 60 128 | 87 12,2 49 











Man ersieht aus der obigen Tabelle, dafi die Hefen- 
zelle eine gewisse Schutzwirkung auf die Saccharase 
ausiibt. Dieselbe entspricht etwa einem Temperatur- 
unterschied von 1° (vergl. hierzu Fig. 1). 

Um ein Mai der Temperaturkonstanten A fiir die Inak- 
tivierung des nicht isolierten Enzyms zu erhalten, fiihren 
wir den Vergleich zwischen Oberhefe und Unterhefe (S. 83) 
wieder an. 








evr . 
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Erhitzungs- Dauer der Oberhefe SB II 
temperatur Erhitzung . “ 
0 Minuten Vers.-N1 | kc - 10% gef. kc- 10% ber. 
| A = 80000 
55,3 60 77 0,45 0,8 
60,1 60 7? 5,2 4,79 
62,5 30 50 11,2 * 11,2 
Krhitzungs- Dauer der Unterhefe H 
temperatur Erhitzung oe aeetiel 
0 Minuten Vers.-Nr. || kc- 10° gef. | kc - 10° ber. 
| A = 75000 
55,0 60 ya |: a 
60,0 60 8 | 36 2.7 
62,5 3 so} 62 * 6,2 








Hierbei wire allerdings der Umstand zu beriicksichtigen, 
daf} die Saccharase innerhalb lebender Zellen méglicherweise 
unter der Einwirkung einer anderen Aciditit steht, als der- 
jenigen, welche in der Lésung auBerhalb der Zellen herrscht. 


Als wahrscheinlichste Werte kénnen wir angeben: 


Saccharasewirkung in Oberhefenzellen: A = 80000 = 8000, 
" , Unterhefenzellen: A = 75000 + 8000. 


Die Resultate deuten also darauf hin, dafi die Temperatur- 
konstante fiir die in der Zelle befindliche Saccharase etwas 
niedriger liegt als fiir das isolierte Enzym (75000 gegen 
100 000). 

Ein ihnliches Ergebnis wurde auch fiir Saccharomyces 
Thermantitonum erhalten; fiir die Saccharasewirkung der Zellen 
ergab sich ein A-Wert zwischen 64000 und 96000, also im 
Mittel 80000, wahrend der entsprechende Wert fiir freie 
Saccharase bedeutend hoéher liegt. 


Die Schutzstoffe der Zelle beeinflussen also nicht 
nur die absoluten Werte von kc, sondern auch die 
Temperaturkonstante A der Inaktivierung. 
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Vill. Schutzwirkungen. 


Von wesentlichster Bedeutung fiir die Frage, ob wirklich 
Unterschiede im Verhalten der Saccharase aus Oberhefe und 
Unterhefe vorliegen, ist natiirlich dio exakte Feststellung, 
ob und in welchem Grade sich hier Schutzwirkungen 
geltend machen kénnen. 


Zur Beleuchtung dieser Frage mégen die folgenden An- 
gaben tiber die Zusammensetzung der Autolysesifte dienen, 
welche wir Herrn Dr. 0. Svanberg verdanken. 


Saft aus Oberhefe: 15,4°/, Trockensubstanz. 
Davon: 1,85°/, N und 63°/, Kohlehydrate. 


Saft aus Unterhefe: 7,0°/, Trockensubstanz. 
Davon: 2,8°/, N und 60°/, Kohlehydrate. 


Der von uns angewandte ,Untersaft* ist in Bezug auf 
das Volum 2mal, also in Bezug auf die Trockensubstanz 4mal 
so aktiv wie unser ,Obersaft*. Die gleiche Enzymmenge, 
welche im ,Obersaft“ von 1,85°/, N und 63°/, Kohlehydrat 
begleitet wird, ist also im ,Untersaft“ zugleich mit 0,7°/, 
N und 12°/, Kohlehydrat enthalten. Dieser Umstand macht 
es schon unwahrscheinlich, dab bei Unterhefe eine grifere 
Schutzwirkung eintreten soll als bei Oberhefe. 


Immerhin mufite noch eine experimentelle Entscheidung 
herbeigefiihrt werden. 


Zwei Lisungen mit Untersaft wurden zwecks Inaktivierung 
24 Stunden auf 60° erhitzt, bei welcher Temperatur die im 
Saft vorhandenen Eiweifstoffe und anderen Kolloide noch nicht 
koagulierten. Hierauf wurde zu der einen Lésung 10 ccm 
Obersaft zugesetzt, zu der anderen 10 com Wasser, worauf 
die Erhitzung 1 Stunde fortgesetzt wurde. Ein dritter Kolben 
wurde gleichzeitig mit Obersaft und Phosphat erhitzt, und ein 
vierter Kolben mit Obersaft blieb unerhitzt. p, = 4,9. 


Mit simtlichen Enzymlésungen wurde dann die Inversion 
in der gewohnlichen Weise ausgefihrt. 
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Es wurde gefunden: 


Versuchsreihe 21. 














Enzymlésung k- 104 
Nicht erhitzter Obersaft. . ... . 40,3 
1 Std. auf 60° erhitzter Obersaft. . . 21,2 
1 Std. auf 60° erhitzter Obersaft und 
25 Std. auf 60° erhitzter Untersaft 21,3 
25 Std. auf 60° erhitzter Untersaft . . 3,3 
Obersaft erhitzt mit Untersaft, korr. . 18,0 


Es zeigte sich also bei diesem Versuch keine Spur 
einer Schutzwirkung des erhitzten Saftes der Unter- 
hefe auf die Saccharasewirkung des Oberhefensaftes. 


Schutzwirkung von Rohrzucker auf 
Saccharase. 


Die Schutzwirkung, welche Substrate auf ihre spezifischen 
Enzyme ausiiben, ist wohl gerade im Fall Rohrzucker-Saccha- 
rase konstatiert worden, und zwar in der bekannten Unter- 
suchung von O’Sullivan und Tompson!). Analoge Effekte 
sind von Biernacki, Vernon*), Bayliss und Starling’) 
bei Trypsin, von Wohl und Glimm‘) bei Amylase und spater 
noch mehrfach gefunden worden. Auch die Reaktionsprodukte 
iiben eine aihnliche Wirkung aus, allerdings in verschiedenem 
Grad; so haben z. B. Hudson und Paine’) einen diesbeziig- 
lich starken Einfluf} von Fruktose auf Saccharase gemessen, 
und schreiben auch diese Wirkung einer Verbindung mit dem 
Enzym zu, wie dies O’Sullivan und Tompson fiir Rohr- 
zucker und Saccharase angenommen hatten. Solche Verbin- 
dungen zwischen Saccharase und Rohrzucker, Fruktose und 
verschiedenen anderen Stoffen sind dann in neuerer Zeit von 


1) O'Sullivan und Tompson, Trans. Chem. Soc. Bd. 57, 8, 834 
(1890). 

*) Vernon, Journ. of Physiol. Bd, 27, 28, 31 (1901—1904). 

*) Bayliss und Starling, Journ. of Physiol. Bd. 30, S.61 (1903). 

*) Wohl und Glimm, Biochem. Zeitschr. Bd. 27, S. 365 (1910). 

5) Hudson und Paine, J. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, 8. 988 (1911). 
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Michaelis und Menten’) eingehender studiert worden. Ver- 
gleicht man die Ergebnisse dieser Forscher tiber die Hemmung 
der Saccharasewirkung durch Substrat bzw. Reaktionsproduk te’) 
mit den Tatsachen, welche iiber die Schutzwirkung dieser 
und anderer*) Stoffe bekannt geworden sind, so findet man 
eine durchgehende Parallelitit, was fiir die Richtigkeit der 
Grundannahme spricht. Wir werden Gelegenheit haben, hierauf 
noch zuriickzukommen. 

Wir fiihren noch einen eigenen Versuch tiber die Schutz- 
wirkung des Rohrzuckers auf Saccharase an: 

2 Mefikolben a und b zu 50 ccm werden beschickt mit 

10 ccm Saccharaselésung (3b, verdiinnt 1: 50), 
12,5 , 4°/,ige KH, PO,-Lésung, 
2 g Rohrzucker. 

2 Mefikolben c und d werden zu Parallelversuchen ebenso 
beschickt, jedoch ohne Rohrzucker. Die 4 Kolben werden 
gleichzeitig 1 Stunde auf 60,0° + 0,3° erhitzt. Nach der 
raschen Abkiihlung wird die Inversion einer 8°/,igen Rohr- 
zuckerliésung wie gewéhnlich gemessen. Fiir die rohrzucker- 
haltigen Lésungen a und b wird die maximale Linksdrehung 
aus der maximalen Rechtsdrehung einer 10°/,igen Rohrzucker- 
lésung bestimmt, welche 3,30° betriagt. 

Wir erhielten folgendes Ergebnis: 























Nicht erhitzt ~ Erhitzt 
k- 104 k-10¢ | Rel. | ke- 108 
Ohne Rohrzucker 42,4 a 
Mit : 37,4 23,8 | 64 | 3,3 


Die Werte der letzten Spalten zeigen die bedeutende 
Schutzwirkung des Rohrzuckers. 
Durch diese Schutzwirkung wird es auch verstindlich, 


1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zeitschr. Bd. 49, S. 333 (1913). 

2) Siehe hierzu auch Michaelis und Pechstein, Biochem. Zeitschr. 
Bd. 60, S. 79 (1914). 

3) Man vergleiche z. B. die geringe Hemmungswirkung der Laktose 
(Michaelis und Menten 1. c.) mit der geringen Schutzwirkung dieser 
Biose (Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 184 [1911)). 
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dah die fiir die Temperatur von 52,5° geltende Kurve von 
Sérensen und Koefoed'), welche die Abhangigkeit der 
Saccharasewirkung von der H'-Konzentration darstellt, so gut 
mit der von Michaelis und Davidsohn®) bei 22,3° gefun- 
denen Kurve itibereinstimmt. Nur auf der sauren Seite des 
Optimums liegen die Werte von Sérensen bedeutend unter 
denen von Michaelis. 

Man konnte darnach erwarten, dafi die Schutzwirkung 
des Rohrzuckers auf der sauren Seite des Optimums geringer 
ist als auf der alkalischen. Um diese Vermutung zu priifen, 
wurde eine Versuchsreihe wie die vorige angestellt, nur wurde 
der Zusatz von Puffer so geregelt, dali die Lésungen die 
Aciditét py, = 5,3 bzw. 6,3 erhielten. 

Die Lésungen wurden gleichzeitig 1 Stunde auf 52,5° 
+ 0,2° erhitzt. 

Die Inversionsbestimmung geschah dann wie oben und 
lieferte die folgenden Resultate: 


Versuchsreihe 29. 








Nicht erhitzt — Erhitzt 
Pa == 3,5 k- 104 k - 104 Rel. | ke - 108 
Ohne Rohrzucker 38,6 9,7 25 9,9 
Mit Pp 38,2 57,2 46 5,6 








Der Versuch mifigliickte insofern, als bei p,, = 6,5 eine 
so starke Inaktivierung eintrat, daf} die Resultate in diesen 
Liésungen nicht den gleichen Grad von Zuverlissigkeit be- 
sitzen wie die iibrigen Bestimmungen. Immerhin geht daraus 
hervor, dafi die Schutzwirkung auf der alkalischen Seite des 
Optimums (p, = 6,5) gréfer ist als auf der sauren Seite. 
Dies steht im Einklang mit einer von Hudson und Paine 
ausgefiihrten Versuchsreihe beziiglich der Schutzwirkung von 
Fruktose). 


1) Siehe S. P. L. Sérensen, Ergebnisse d. Physiol. Bd. 12, 8. 459 
(1912). 

*) Michaelis und Davidsohn, Biochem, Zeitschr. Bd, 35, S. 386 
(1911), ; 

8) Hudson u. Paine, Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, S. 988 (1910). 
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Beilagen. 








Drehung im “4 sy 
Inve’ onstemperatur | Minuten aaa | k + 104 ' - 104 Mittelw.") 


| 
| nung 1: 2) | 





Versuchsreihe 1. py = 4,5. 








.. 1°1 + 0,2 | 0 | 264 | — | 
| 31 | 215 | 194 | 
46 | 1,91 | 202 | 
60 172 | 202 | 20,0 
co |§=6—] — 1,16 —— 
| | 
2. 10°9 + 0,4 | 0 262 ,; — 
| 80 1,77 | 89,0 
| 46 | 186 | 404 
| 62 | 095 | 434 | 41,9 
| co =| 1,00 ‘mec 
3. 20°7 + 0,3 | © |e; 
| 81 108 804 | 
| 46 #| O63 | 85,3 82,9 
i wg ivy = 
| | 
Vorbehandlung Minuten | Drehung) k-10* | Berechnungen 





Versuchsreihe 2. Inv.-Temp. 15°. 





4, Nicht erhitzt 6 |-3a | — k - 10 = 36,3 
py = 4,4 299 | 1,88 | 35,9 | Rel. = 100 
45 | 1,53 | 35,8 
60 | 1,19 | 37,8 
ore | —0,96 | 
5. 1Stunde auf50°0 +0,2 o | a1 k 10 = 36,7 
erhitzt 30 | #%41,88 | 35,9 Rel. = 101 
py = 4,4 45 | 153 | 35,8 
61 | 1,15 38,3 | 
6. 1 Stunde auf 55°1 + 0,2 0 | 2 | — k - 10* = 33,6 
erhitzt 30 | 1,91 | 33,0 | Rel. = 92,5 : 
PH = 44 45 | 159 | 333 | kc -10°=0,6 
61 | 126 | 34,5 





1) Die Mittelwerte sind in dieser Versuchsreihe — wegen der relativ 
groBen Differenzen der einzelnen Konstanten — unter Beriicksichtigung 
der ungleichen Zuverlissigkeit der Konstanten berechnet. 
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Vorbehandlung 


Minuten | Drehung 


| 


k+ 104 | Berechnungen 





~1 


ie 2) 


ce 


10. 


14, 


. Nicht erhitzt 


PH = 9,7 


. 1 Stunde auf 50°0 + 0,2 | 


erhitzt 
PH = D,7 


. 1Stunde auf 55°1 + 0,2 


erhitzt 
Pa = 5,7 


Nicht erhitzt 
Pu = 4,5 


erhitzt 
PH = 4,5 


. 1 Std. auf 55°0 + 0,2 


erhitzt 
Pa >= 4,5 


. 2 Std. zu 5590 + 0,3 


erhitzt 
PH = 4,5 


Nicht erhitzt 
PH = 2,6 


. 1 Std. zu 50°0 + 0,2 


erhitzt 
PH >= 2,6 


- 1/, Std. zu 55°0 + 0,3 
erhitzt 

PH = 2,6 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIII. 


} 
| 
| 
| 


./, Std. auf 55°0 + 0,2 





0 | 2,64 
45 | 1,75 
61 | 1,44 

| 

0 2,64 
30 | 2.35 
45 | Q17 
60 | 2,04 

0 | 2.64 
30 | 2,61 
45 | 2,58 
60 | 256 

Versuchsreihe 3, Inv.- 

0 | 2,64 
30 1,74 
45 1,34 
60 0,99 
fore) —(0).94 

0 2,64 
30 1,76 
45 1,40 
60 1,06 

0 2,64 
30 1,79 
45 1,45 
60 1,11 

0 2 64 
30 1,82 
45 1,48 
60 1,19 

0 2,64 
30 1,80 
45 1,41 
60 1,16 

0 2,64 
30 2,63 
45 2,62 





Keine Inversion 











k - 104 = 28,4 
Rel. = 100 


k - 10* = 13,0 
Rel. = 46 
kc - 108 = 5,7 


k- 1¢= 1,6 
Rel. = 6 
kc - 10° = 21 


| k + 10* = 43,4 
Rel. = 100 


k- 104 = 41,5 
Rel. = 96 


| ko. 10°= 0,65 


k - 10¢ = 39,5 
Rel. = 91 
kc - 103 = 0,68 


k - 10* = 37,7 
Rel. = 8&7 
ko - 108 = 0,51 


k - 10* = 39,4 
Rel. = 100 


k- 10*= 0,4 
Rel. = 1 
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Vorbehandlung Minuten | Drehung| k - 104 Berechnungen 
Versuchsreihe 4. Inv.-Temp. 16° 
17. Nicht erhizt | 0 264 (; — k - 10 = 41,7 
PH = 4,5 | 45 1,40 40,9 Rel. = 100 
| 60 1,04 42.6 
| ore —0,95 
18, 1 Std. zu 56° +0,4 | 0 2.64 — | k-10¢== 35,7 
erhitzt | 8i 1,87 33,9 Rel. = 86 
pH = 4,5 | 45 1,54 35,4 | kc-108=1,1 
| 60 118 37,9 
19. 1 Std. 2u599 +02) 0 o¢4 | — | k-10¢=167 
erhitzt Bil 2,24 | 16,4 Rel. = 40 
pH = 4,5 45 207 | 16,7 | kc-10°=6,6 
60 189 | 17,0 
20. Nicht erhitzt 0 264 | — | k-10*= 416 
PH = 3,0 45 140 | 40,9 Rel. = 100 
60 105 | 42,3 
21. 1Std. zu 55 +03) 0 264 | — | k-10'—209 
erhitzt | 81 2,18 | 19,4 Rel. = 50 
rT 45 192 | 21,6 | kc-10?=5,0 
60 171 | 21,7 
22, 1 Std. zu 56°1 0,4 | Keine Inversion | | 
| 
| 


erhitzt 
Po = 3,0 


. Nicht erhitzt 


PH = 4,9 


1 Std. zu 57% + 0,3 


erhitzt 
PH oo 4,5 


. 1/, Std. zu 61°8 + 0,3 


erhitzt 
Pu = 45 


. '/, Std. zu 64°3 + 0,3 
erhitzt 
Se 4,5 





Vessuchsreihe 5, 


| 





0 
30 
45 
61 


eo .2) 








Inv.-Temp. 16° 


2,64 
1,74 
1,33 
0,98 


— 0,95 


2.64 
1,91 


| 
| 
| 
| 





42,1 
44,2 
44,3 





k- 10¢ = 43,5 
| Rel. = 100 


| k- 10% = 82,3 





| Rel. = 74 
kc - 10° = 2,3 
k - 10* = 10,6 
Rel. = 24 
kc - 10 = 20 
ke 1 = 3,7 
Rel. = 5 
kc - 103 = 48 
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Vorbehandlung 


Minuten 


Drehung 








k - 104 


Berechnungen 





on 


ate 


ve 
OV, 


o4, 


Versuchsreihe 6, 


Nicht erhitzt 
PH = 9,0 


. 1 Std. zu 45° - 0,2 


erhitzt 
PH = 9,0 


erhitzt 
PH = 3,0 


Nicht erhitzt 
pH = 4,0 


erhitzt 
Pu = 4,0 


1 Std. zu 50°0 + 0,3 
erhitzt 
pH == 4,0 


Versuchsreihe 7. Inv.-Temp. 16°. 


0. Nicht erhitzt 


Pu = 4,1 


{ 
} 


| 


. 1 Std. zu 50°O + 0,3 | 


. 1 Std. zu 45°4 + 0,2 | 


1 Std. zu 50° + 0,3 | 


erhitzt 
pa = 41 


1 Std. zu 54°99 + 0,4 | 


erhitzt 
Po = 4,1 


0 
30 
45 
60 


oO 


0 
30 
45 
60 


Inv.-Temp. 13°. 


264 |; — 
1,96 30,0 
1,67 30,0 
1,41 30,0 
0,99 

2,64 — 
212 | 223 
1,90 22,0 
1,68 22,2 
2,64 — 
2,44 &,0 
2,36 7,8 
2,29 3 
2,64 — 
1,95 30,7 
1,66 30,5 
1,37 31,2 
2,64 — 
1,96 30,0 
1,68 29,6 
1,41 30,0 
2,64 — 
1,95 30,7 
1,68 29,6 
1,41 30,0 


264 | — 

1,90 33,3 
162 | 323 
1,26 35,3 


oo | —0,95 


161 | 32,7 
1,30 33,9 
‘~-. | = 

1,65 31,1 
1,37 31,5 


k - 10* = 30,0 


| Rel. = 100 


k - 104 = 22.2 
Rel. = 74 


kc - 10° == 2,2 


K- 1¢= 78 


| Rel. = 26 


kc - 10° = 9,8 


| k-10¢= 30,8 


Rel. = 100 


k- 10 = 29,9 
Rel, = 97 
kc - 10° = 0,2 


_k-10*= 30,1 


Rel. = 98 
kc - 10? = 0,2 


k - 10* = 33,6 
Rel. = 100 


k- 104 = 93,3 
Rel. = 99 


k- 10¢ = 31,3 
Rel. = 90 
kc - 10° = 0,5 


it catidiedeeuareain diimeianinnad 


} 
4 
k 
* 
t 
t 
i 
' 





Peers pa er uc erating ve S 

















100 H. v. Euler und I. Laurin, 
Vorbehandlung Minuten | Drehung| k - 10* | Berechnungen 
36. 1 Std. zu 50°0 + 0,3 0 2,64 ~ | k - 104 == 33,4 
erhitzt | 80 1,93 32.0 | Rel. = 99 
PH = 5,2 45 1,58 33,8 | kc- 10? = 0,05 
60 1,28 34,5 | 
37. 1 Std. zu 54°9 + 0/4 0 2.64 — | k-10¢= 280 
erhitzt 30 2,04 26,7 | Rel. = 83 
PH = 5,2 45 1,71 28.9 | kc-10*= 1,3') 
60 1,48 28,3 | 
Versuchsreihe 8. Inv.-Temp, 195°. 
38. Nicht erhitzt 0 2,64 —- k - 10* = 28,2 
Pu = 0,7 30 2,00 28,3 | Re]. = 100 
45 1,75 27.3 =| 
60 1,45 29,0 
fore) —0,96 
39. 1 Std. zu 42°8 + 0,2 0 2,64 — | k-10¢= 27,0 
erhitzt 30 2,04 26,3 | Rel. = 96 
PH = 5,7 45 1,75 27,3 | kc-10°=—0,3 
60 1,50 27,5 | 
40. 1 Std. zu 50° + 0,2 0 2,64 — |k-10¢=21,3 
erhitzt 30 2,16 20,0 | Rel. = 76 
PH = 9,7 45 1,59 225 | kc- 10° = 2,0 
oo | ta 21,5 


41. 


42, 




















Versuchsreihe 9, Inv.-Temp. 15°. 


Nicht erhitzt 
PH = 5,8 





| 
1 Std. zu 50°0 + 0,2 | 
erhitzt - | 

Po = 5,8 | 


1) Dieser Koeffizient ist nicht ganz zuverlassig wegen des Mangels 
einer ,Grundkonstante* ka in dieser Versuchsreihe bei demselben py. Der 
Fehler ist jedoch sehr klein, weil py = 4,1 und 5,2 ungefihr gleichviel 


0 
30 
45 
60 


vom Optimum entfernt sind. 





2,64 
1,94 
1,50 
1,35 

—0,95 


2,64 
2.26 
2.08 
1,91 


31,3 
33,3 
32,2 


16,3 
16,2 
16,3 





| 


1 
I 


k- 10* = 32,3 


Rel. = 100 
k . 10 =: 16,3 
Rel, = 50 





aes 
: 
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Vorbehandlung Minuten | Drehung 





k - 10* 





. Nicht erhitzt 


PH — 6,1 


. 1 Std. zu 50°90 + 0,3 


1 Std. zu 55° + 0,3 | 


erhitzt 

py = 6,1 
erhitzt 

Pu = 6,1 


Versuchsreihe 10. 


| 


| 


_ 1 Std. zu 59°9 + 0,2 | 


erhitzt 
PH = 6,1 


7. Nicht erhitzt 


PH = 4,5 


| 
] 


| 
i 


Versuchsreihe 11. 


. 1 Std. zu 50°O + 0,3 | 


erhitzt 
Pu = 6,8 


. 1 Std. zu 55°1 + 0,5 


erhitzt 
PH = 6,8 


Nicht erhitzt 


PH = 3,0 


Vs Std. zu 54°9 +0,2 
erhitzt 
PH = 3,0 





| 
| 


| 
| 





Versuchsreihe 12. 





0 | 2,64 
30 2,01 
46 1,70 
60 1,42 
ore) —0,95 

0 2,64 
45 2,54 
60 2,47 





Keine Inversion 


0 2,64 
30 1,88 
45 | 1,54 
60 1,19 
oe) —0,99 

0 2,64 
30 2,64 
45 2,53 
60 2,56 





Keine Inversion 


0 2,64 
30 1,87 
45 1,57 
60 1,24 
oo —0,96 

0 2,64 
90 2,57 

120 2,55 





| 
| 
| 
| 


| 
| 
j 
| 
| 
| 
} 
| 








Inv.-Temp. 15°. 


27,7 
28.5 
29,4 


Inv--Temp. 14°. 


34,1 
35,0 
35,2 


0 
2.9 
1,7 


? 


Inv.-Temp. 15°. 


| 
' 
| 


34,7 
34,0 
35,2 





at 
a 2 
on 
oe 
‘ 
Ss 
x 
ve 





geen 
sateagh tae 
e Sorat 


Berechnungen 








/k-+10¢= 3,0 





| k- 10¢ = 84,8 
Rel. = 100 





| k-10*= 1,5 


| k-10* = 34,6 
| Rel. = 100 


k- 10‘ = 0,9 





kc - 10° = 53 





Sain sd teed tal 


















































102 H. v. Euler und I. Laurin, 
Vorbehandlung | Minuten Drehung | k-10* | Berechnungen 
52. 1 Std. zu 54°9 + 0,2 0 | 2.64 — | k-10¢= 81,8 
erhitzt 30 =—|-~—s«1,94 31,3 | Rel. = 88 
py = 4,0 45 1,64 31,4 | kc-10®= 0,92") 
60 1,38 31,2 | 
53. 3/, Std. zu 60° + 0,3 0 2,64 — |k-10¢=97 
erhitzt 30 2,39 10,0 | Rel. = 27 
PH = 4,0 45 | 2,29 98 | kc-108= 12,8') 
60 | 2,20 9,3 
6 
Versuchsreihe 18. Inv.-Temp. 13°. 
54, Nicht erhitzt | 0 2,64 —_ k - 10* = 27,6 
PH = 5,2 | 30 | 2,03 26,7 Rel. = 100 
| 45 | 41,72 98.3 | 
| 61 | 41,47 97,7 | 
co = —0,99 
| 
50. 1 Std. zu 57°1 + 0,2 0 2,64 ao | k-104= 17,6 
erhitzt 30 2,22 17,7 Rel. = 64 
Py = 5,2 45 2,05 17,1 | kc- 10° = 3,5 
| 60 1,84 18,0 


56. 


57. 


58. 


59. 


Versuchsreihe 14. 


Nicht erhitzt 
Pu = 4,9 


erhitzt 
PH = 4,0 


1 Std. zu 54°9 + 0,2 
erhitzt 
PH = 4,5 


Nicht erhitzt 
Pu = 5,4 


1 Std. zu 5091 + 0,2 | 


0 
30 
45 
60 


ee) 


30 
45 
60 


2.64 
1,74 
1,36 
1,02 
| —0,95 





2.64 
1,81 
1,47 
1,13 





1) Vergl. Note zur Versuchsreihe 15. 


Inv.-Temp. 16°. 


41,7 
42.4 
43,3 


42.4 
40,9 
42.4 


39,5 











k - 10* = 42,5 
Rel. = 100 


| k- 10¢ = 41,9 
| Rel, = 99 


kc - 10° = 0,1 


Korrektion fiir 3°’, 
Enzym, die ver- 
loren gingen _ 

k- 10¢= 41,8 

Rel. = 98 


kc - 10°? = 0.1 


| ke» 10* <= 98,6 
| Rel. = 100 
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Vorbehandlung | Minuten | Drehung; k-10* | Berechnungen 
| 
60. 1 Std. zu 50°1 + 0,2 0 2,64 _ | k* 10* = 35,6 
erhitzt 30 189 | 341 | Rel. = 92 
pH = 5,4 45 154 | 354 | kc 10? = 0,58 
60 119 | 37,3 | 
| 
61. 1 Std. 5499 +02) 0 264 | — |k-10¢=30,0 
erhitzt | 80 2,02 | 29,3 | Rel. = 78 
Po = 5,4 | 45 171 | 82 | ke*1#=18 
| 60 1,40 | 80,5 
| 
Versuchsreihe 15. Inv.-Temp. 13°. 
62. Nicht erhitzt 0 | 264 | — | k + 10* = 35,0 
py = 4,5 45 | 1,54 34,7 ~~ Rel. = 100 
60 | 1,94 35,2 | 
oe) —1,01 
| | 
3. 1 Std. zu 57% + 0,3 Oo | 2364 |; — k* 10° = 31,3 
erhitzt 30 | 197 | 29,7 | Rel. =89 
PH = 45 45 | 1,62 | 31,8 kc * 10* = 0,8 
60 | 133 | 32,3 
| 
64. 1 Std. zu 60°O + 0,3 0 | 264 | — k * 104 = 24,5 
erhitzt 30 | 2,07 24,7 Rel. = 70 
pH = 4,5 45 | 182 | 24,7 | kc: 10°=2,6 
60 | 161 | 240 . 
| | 
65. 1 Std. zu 57% + 0,3 o | 269 | — k- 10* = 19,5 
erhitzt 30 =| 2,18 19,7 Rel. = 61 
PH = 9,4 45 | 1,99 19,1 kc * 108 =3,55 ') 
60 | 1,77 19,8 
66, 3/s Std. zu 60°0 + 0,3 0 | 264 — k* 10¢ = 12,3 
erhitzt 30, | 2,83 13,0 Rel. = 39 
py = 5,4 45 «| 994) | 11,6 | ko 108 = 9,2") 
_ 60 | 2,08 | 12,2 | 


1) Die Grundkonstante ist in diesem Falle nicht direkt beobachtet, 
ist aber aus dem Verhiltnis der Grundkonstanten bei py = 4,5 in dieser 
35,0 


RS = 31,8). Analog ist 





und der vorigen Versuchsreihe berechnet (88,6 - 


in der Versuchsreihe 12 verfahren. 





bee 
peri 


teri A pee ne aN ne 
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104 H. v. Euler und I. Laurin, 
Vorbehandlung | Minuten | Drehung| k-10* | Berechnungen 
Versuchsreihe 16. Inv.-Temp. 17°. 
67, Nicht erhitzt 0 2,64 _ k- 10* = 44,6 
PH = 3,1 30 1,71 43,8 | Rel. = 100 
45 1,31 44.9 
60 0,97 45,5 
o0 —0,94 
68. 1 Std. zu 50°0 + 0,2 0 2,64 oa k- 10* = 36,5 
erhitzt 30 1,84 36,7 Rel, = 86 
Po = 3,1 45 1,51 36,5 kc - 108 = 1,45 
60 1,23 36,2 
69. 1 Std. zu 55°90 + 0,2 0 2,64 oa | k-10* = 82 
erhitzt | 80 2,42 9,0 | Rel. = 18 
PH = 3,1 | 45 2,35 8,0 kc - 108 = 12,3 
| 60 2,29 7,5 
70. Nicht erhitzt | o | 964 -— | k 106481 
PH = 4,5 30 | 1,63 48,0 | Rel. = 100 
45 1,24 47,8 
60 0,89 48,5 
71. 1 Std. zu 559 + 0,2 0 2,64 - k-10¢ = 46,8 
erhitzt 30 1,67 45,7 Rel, = 97 
pH = 4,5 45 1,26 46,9 | kc-10®?=0,2 
| 60 0,91 47,9 
72. 1Std.2u625 +02) o | 264 se k- 104 = 14,9 
erhitzt | 80 2,29 14,7 Rel. = 31 
PH = 4,5 | 45 2,11 15,3 kc - 108 = 8,5 
| 60 1,98 14,8 
Versuchsreihe 17. Inv.-Temp. 15°. 
73. Nicht erhitzt 0 | 2,64 — k- 104 = 33,5 
PH = 4,5 30 1,91 32,7 | Rel. = 100 
45 1,57 33,8 
60 | 1,97 34,5 
00 —0,96 
74, 1 Std. zu 55°3 + 0,3 0 2,64 - k- 10* = 28,8 
erhitzt 30 2,02 27,3 Rel. = 86 
pH = 4,5 45 1,71 28,7 
60 1,40 30,5 
75. 1 Std. zu 60°1 + 0,8 0 2,64 _ k - 10 = 12,3 
erhitzt | 30 2,35 12,0 | Rel, = 37 
pu = 4,5 | 45 2,21 12,2 
| 60 | 2,05 12,8 
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| | 
Vorbehandlung Minuten | Drehung| k- 10 | Berechnungen 
| | 

76. 1g Hefe (SB II) an- 0 | 264 — | k-10*= 25,0 
statt der Enzym- 30 2,09 24,0 | Rel. = 100 
lisung. Nicht er- 45 184 | 242 | 
hitzt | 60 | 1,53 26,7 | 

PH = 4,9 | | | 
| 0 | 2,64 - | k- 10* = 23,5 

771. 1g Hefe. 1 Std. zu | 30 | 211 93,0 | Rel. = 94 

55°3 40,3 erhitzt (| 45 1,87 23,1  kc-10°= 0,45 
PH = 4,5 | 60 1,60 24,5 | 
0 2,64 — | k-10*=122 

78 1g Hefe. 1Std.zu |; 30 — _ | Rel. = 49 

60°1 +0,2 erhitzt | 465 2,24 | 113 | kc-10°=5,2 
PH = 4,9 60 204 | 13,1 
Versuchsreihe 18. Inv.-Temp. 16°. 

79. Nicht erhitzte Hefe | 0 | 2,61 — |k-10¢=40 
SB II (Trockensub- | 30 | 1,79 388 | Rel. = 100 
stanz 0,276 g) 45 | rae | 40 | 

Po = 4,3 60 | 1,05 | 42 
co «= | 0,94 | 

80, 1/,Std.auf625+01} o | 261 — | %30eete4 
erhitzte Hefe SBIT | 30 = 2,19 18,0 | Rel. = 46 

PH = 4,8 | 4 | 1,97 184 | kco-10®?= 11,2 
| 60 | 1,80 18,7 

81. Nicht erhitzteHefeH | 0 1,382!) | — | k- 10 = 149 
(Trockensubstanz | 18 051 | 144 | Rel. = 100 
0,276 g) 30 017 | 147 

pH = 4,3 40 |—0,05 | 155 
ee —0,47 | 

82. 1 Std. auf 55°0 +0,1 o | 132) | — | k-10*= 142 
erhitzte Hefe H 18 | 0654 | 188 | Rel. = 9 

PH = 4,8 | 80 019 | 148 | kc-10°=0,35 
/ 40 | 000 | 144 | 
| | | | 

83. 3/, Std. auf 62°5+0,1 | 0 132%) | — | k-10* = 97 

erhitzte Hefe H | 80 0,47 | 94 Rel, = 65 
pa == 4,8 45 | O17 | 98 | kc-10°=6,2 
60 |—0,04 | 102 é 





*) Im 5 cm-Rohr. 
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106 H. v. Euler und J. Laurin, 























| | Drehung | | 
Vorbehandlung | Minuten | ee , k-10¢ | Berechnungen 
|5 em-Rohr | 
Versuchsreihe 19. Inv.-Temp. 16° 
84, Nichterhitzte HefeH | 0 | 1382 | — k - 10* = 68,6 
(T: ockensubstanz 30 ——i«i8,65 sé, Rel. = 100 
0,261 g) | 40 | 047 | 70,0 
PH = 4,3 | 50 | (0,85 67,8 
co || =i 
85. 1Std.auf6oo+02 o | 132 | — | k-10!=4158 
erhitzt 30 0,88 | 40,7 Rel. = 61 
Po = 4,3 40 ~~——O,76 40,8 kc - 10° = 3,6 
| 50 | O61 | 43,8 
Versuchsreihe 20. Inv.-Temp. 15°. 
86. Nicht erhitzt | 0 | 129 |; — | k-10' = 61,0 
py = 4,3 — 20 | 0,87 59,6 | Rel. = 100 
| 80 0,68 61,7 | 
| 40 0,53 61,6 
| co) |= 0,47 
| 
87. 75 Min. auf 57°4 mit | 0 1,29 — | k- 10* = 48,0 
Wasserstofferhitzt | 20 0,94 48,5 | Rel, = 79 
PH = 4,8 | 380 0,80 47,3 
| 40 | 0,66 48,3 
88. 75 Min, auf 57°4 mit | 0 1,29 — | k-10!=51,0 
Luft erhitzt 20 0,93 49,5 | Rel. = &4 
PH = 4,3 33,5 0,73 50,2 
40 0,61 53,3 
89, 1 Std. auf 59°9 mit 0 | 1,29 — |k-10¢= 31,8 
Wasserstoff erhitzt 33,5 0,90 , 32,6 | Rel. = 52 
py = 4,8 45 080 313 | 
60 0,67 315 | 
90, 1 Std. auf 59°99 mit; 0 129 | — | k-10' = 35,2 
Luft erhitzt 33 0,86 | 37,0 | Rel. = 58 
PH = 43 45 0,77 34,0 
| 60 0,62 34,7 
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Vorbehandlung 





Minuten 





! 


Drehung | k- 10 


| 


k - 10* Mittelw. 





Versuchsreihe 21. 














91. Nicht erhitzte Sac- | 0 2,64 — | 
charaseaus Oberhefe | 30 1,78 39.7 | 
py = 4,5 | 45 1,40 40,8 | 
60 1,10 40,5 | 40,3 
| | —0,96 | 
| 
92, Erhitzte Saccharase | 0 2,64 ~~ | 
aus Oberhefe ; 80 | 216 210 | 
bir = 4,5 | 45 | 193 213 | 
| 60 1,72 21,3 | 21,2 
| | 
| 
93. Erhitzte Saccharase | 0 9.64 a | 
aus Ober- und Un- | 80 ye we | 
terhefe | 45 ny a | siaia 
PH = 4,9 | ; —. | ” 
| 
94. Erhitzte Saccharase | 0 | 2,64 : a | 
aus Unterhefe | 380 | 257 | 380 | 
PH = 4,5 | 45 | 2,53 3,1 | 
60 | 2,46 3,8 | 3,3 
| | 
, } : \Drehung ‘en i : ie. eee : 
Inversionstemperatur | Minuten |10cm-Rohr|; k-10* | k- 10‘ Mittelw. 


i(Verd, 1: 2), 


| 
| 





96 


97 


or 


Versuchsreihe 22, 


18°9 +0,1 


10°4 +0,2 


. 0°S + 0,3 


0 
30 
40 
50 
62 


Polarisationstemperatur 19°, 


2.64 
1,78 
1,55 








40,2 
39,9 
39,3 


| 41,7 


40,3 


11,8 
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Inversionstemperatur 





Minuten 





Drehuug im 
5 em-Rohr 





k- 10 








Versuchsreihe 23. Polarisationstemperatur 19°. 



































98, 20°0 0 1,32 — 
30 0,87 42,5 
45 0,66 45,2 
60 0,48 46,6 44,8 
o' |-04 
99, 45°3 + 0,3 0 1,30 — 
15 0,58 155 
20 0,40 158 
25 0,29 151 155 
fore —0,44 | 
| 
100. 52°2 +0, 0 1,30 ae 4 
8 0,79 188 
13 0,57 182 
16 0,41 194 188 
0° —0,44 | 
| 
Vorbehandlung | Minuten | Drehung|; k-10* | Berechnungen 
| 
Versuchsreihe 24. Inv.-Temp. 16°. 
101. Nicht erhitzt 0 | 1,82 — | k-10*= 37,6 
pH = 4,5 30 | 0,91 87,5 | Rel. = 100 
40 | 0,80 37,1 | 
50 = |= (0,69 37,4 | 
60 | 0,58 38,3 | 
co | — 0,48 
| | 
102. '/, Std. auf 59°0 0 1,32 — | k-10*= 23,8 
+ 0,3 erhitzt 40 0,97 23,5 Rel. = 64 
Po = 4,5 50 0,90 23,1 | kc-10* == 6,6 
60 | 0,80 24,7 | 
103. 1Std. auf59°0 +0,3 0 1,32 — | k-10¢ = 18,0 
erhitzt 40 1,04 18,8 | Rel. = 48 
Py = 4,5 50 0,99 17,6 | kc-10®°=5,3 
60 0,92 182 | * 
72 0,85 18,3 
| 
104. 2Std.auf599+0,3| 0 1,32 — |k-10'= 144 
erhitzt | 650 1,04 14,7 | Rel. = 38 
pH = 4,5 | 60 1,00 142 | kc- 10° = 3,5 
| 72 0,94 143 | 
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Vorbehandlung 


Berechnungen 





Versuchsreihe 25, 











Inv.-Temp. 19°. 



































105, Nicht erhitzt 0 2,64 — | k-10* = 43,0 
Po = 4,5 30 1,76 41,4 | Rel. = 100 
45 1,36 43,3 | 
60 1,02 44,2 
00 —0,91 | 
106. 1/, Std. auf 59° 0 2,64 — | k-10¢= 27,4 
+ 0,2 erhitzt 30 2,04 27,0 Rel. = 64 
pH = 4,5 45 1,75 28,0 | kc- 10? = 6.5 
60 1,53 27,2 
107. 1 Std. auf 59°2 + 0,2 0 2,64 k- 104 = 223 
erhitzt 30 2,14 22.3 Rel, = 52 
PH = 4.5 45 1,92 22,0 kc - 108 = 4,8 
60 1,69 22,7 
108. 17/, Std. auf 59°2 0 2,64 a k-16°= 193 
+ 0,2 erhitzt 30 2,18 20,3 Rel, = 45 
PH = 4,5 45 2,02 18,7 kc - 10® = 3,9 
60 1,82 18,8 
109. 2 Std. auf59°2 +0,2 0 2,64 — k- 10 <= 17,] 
erhitzt 30 2,24 17, | Rel. = 40 
pH = 4,5 45 2,07 17,1) | kc- 10°? = 3,8 
60 1,92 16,5 
‘aon Drehung | | 
Vorbehandlung Minuten im | k-10* | Berechnungen 
5 cm-Rohr | | 
Versuchsreihe 26, Inv.-Temp. 16°. 
110. Nicht erhitzt 0 1,32 = | k- 10* == 89 
PH = 4,5 20 0,72 88 | Rel. = 100 
30 0,51 a | 
40 0,32 ss | 
51 0,14 4 
oo —0,48 
111. '/, Std. auf 59°0 0 1,32 — k-10* = 38,2 
+ 0,3 erhitzt 20 1,02 39,6 Rel, = 43 
PH = 4,5 30 0,89 39,5 kc - 10° = 12,3 
40 0,80 37,1 
51 0,69 36,7 
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110 H. v. Euler und J. Laurin, 
ss ; | Drehung | 
Vorbehandlung | Minuten im k -10* | Berechnungen 
| | 5 em-Rohr | 
| | | 
112. 2Std. auf59°0 +0,3 | 0 132 |; — ik» 10° == 58,7 
erhitzt 30 107 | 21,7 | Rel. = 21 
py = 4,5 45 099 | 196 | kc-1083=5,7 
60 | 093 | 17,7 
760 | «(0,89 «|| «(15,6 
113. Nicht erhitzt o | 182 | — | k-10¢=83 
PH = 4,5 20 | O76 | 81 | Rel, = 100 
30 | 0,5 | 81 | 
43 029 86 
114. 1Std.auf59+0,3 0 -m i k- 10 = 21,7 
erhitzt | 30 106 {| 22,6 | Rel. = 26 
PH = 4,5 45 0,97 20,9 | kc- 10° = 9,7 
66 0,82 215 | 
Vorbehandlung | Minuten | Drehung | k-10*  Berechnungen 
Versuchsreihe 27. Inv.-Temp. 16°. 
115. Nicht erhitzt 0 | 1382 ; — | k-10* = 402 
Verd. 1:10 30 | O89 | 39,5 | Rel, = 100 
Po = 4,5 | 45 | 072 | 892 | 
| 60 | 058 | 418 | 
fore) —0,49 | 
| 
116. 1Std. auf59°0 +0,3 | 0 132 |; — | k= 10* = 126 © 
erhitzt. Verd.1:10 | 30 117 | 126 | Rel. = 81 
pH = 4,5 45 110 | 126 | kc- 10? = 8,4 
60 103 | 1237 | 
117. Nicht erhitzt 0 132 | — | k-10¢= 448 
Verd, 1:50 30 0,84 448 | Rel. = 100 
PH = 4,0 | 45 0,66 | 44,3 
| 60 048 | 455 | 
118. 1 Std. auf 59°0 +0,3 0 1,32 — k- 10* = 22,9 
erhitzt. Verd. 1:50 30 1,05 23,5 | Rel. = 51 
PH = 4,5 45 0,94 22.9 | ko-10?= 4,9 
60 0,84 22,5 
119, Nicht erhitzt 0 1,32 — | k-10* == 42,6 
Verd. 1: 200 30 0,88 40,7 Rel. = 100 
PH = 4,5 45 0,67 43,2 | 
60 0,50 44,0 | 
120. 1 Std. auf59°0 +0,8 0 1,32 — | k-10¢= 242 
erhitzt. Verd.1:200 30 1,03 25,4 | Rel. = 58 
py = 4,5 45 0,92 24,3 | kc-10®= 4,1 
60 | 0,83 23,0 | 
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Vorbehandlung 





Minuten 


| 


| 


Drehung | k- 104 


Berechnungen 





121. 


made 


124. 


Versuchsreihe 28 


Nicht erhitzt 
Ohne Rohrzucker 
Pu = 4,0 


1 Std. auf 60°90 +0,3 
erhitzt. Ohne Rohr- 
zucker 

PH = 4.5 


3. Nicht erhitzt. Mit 


Rohrzucker 
PH — 4,0 


1 Std. auf 60°0 + 0,3 
erhitzt. Mit Rohr- 
zucker 

PH =— 4,5 


| 
| 
| 


| 


0 
30 
40 
51 


40 
50 
60 


+ 





. Inv.-Temp. 19°. 


179 | 40,0 
147 | 435 
122 | 43.6 
<a | 
964 | — 
206 ~=——s«19.5 
197, | 184 
179 | 200 
—0,91 | 
oe | 
160 | 36,7 
1,34 | 88,3 
116 | 372 
5 
| 
a 
173 | 933 
136 | 938 
140. | 243 
ihe | 


Versuchsreihe 29. Inv.-Temp. 19°. 


25. Nicht erhitzt 


126. 


Ohne Rohrzucker 
|< ho 3,0 


1 Std. auf 52°5 + 0,2 
erhitzt. Ohne Rohr- 
zucker 

PH = 3,0 


. Nicht erhitzt 


Mit Rohrzucker 
Pa = 3,9 


. 1 Std. auf 52° + 0,2 
erhitzt. Mit Rohr- 
zucker 

PH = 3,0 


} 
| 





0 
30 
45 
60 


CO 








132 | — 
0,90 | 39,0 
0,76 36,5 
056 | 403 

—0,49 | 
1,32 — 
1,22 8,4 
1,15 9,8 
1,07 10,9 

—0,49 
1,24 — 
0,80 40,4 
0,66 37,3 
0,52 36,8 

—0,57 
1,25 — 
1,05 16,9 
0,93 18,7 
0,86 17,5 

— 0,57 


| k-10!—= 424 


Rel. = 100 


| k-10*= 198 


Rel. = 45 


ko-103=5,8 


k- 104 = 37,4 
Rel. = 100 


| k-10* = 23,8 
| Rel. = 64 
kc - 10° = 3,3 





k- 10 = 38,6 


Rel. = 100 


k- 104 = 9,7 
Rel. = 25 
kc- 108 = 10,0 


k- 10¢ — 382 
Rel. = 100 


k-10* = 17,7 
Rel. = 46 
kc - 10° = 5,6 
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H. v. Euler und I. Laurin, 


Zusammenfassung. 


Fiir Saccharase aus Oberhefe wurde der Temperatur- 
koeffizient der Inversion bestimmt; bei der Aciditit 
Py = 4,5 hat im Gebiet 0—20° die Konstante A der 
Arrheniusschen Temperaturformel den Wert 10500 
+ 300. Als Mittelwert fiir die enzymatische Inversion 
durch Saccharasen aus Ober- und Unterhefen im Tem- 
peraturgebiet 0—20° kann A = 10500 + 500 angenom- 
men werden. Im Gebiet 20—52° wurde ein etwas klei- 
nerer A-Wert (8800 + 400) gefunden. 


Die Inaktivierung der Saccharase verlauft nicht als 
monomolekulare Reaktion, sondern die Inaktivierungs- 
geschwindigkeit nimmt schneller ab, als es die Forme! 


] k . . ‘ 
kc = | In “= verlangt. Hierzu liegen Analogien, z. B. 


bei der Koagulation von Proteinen vor (Chick und 
Martin). 7 

Zur Berechnung des Inaktivierungskoeffizienten ky 
miissen deshalb die Versuchsbedingungen definiert wer- 
den, um die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen 
vergleichbar zu machen. Folgende Bedingungen werden 
vorgeschlagen: Erhitzungszeit (bei optimalem p,) 50 bis 
70 Minuten. Enzymkonzentration wird so gewahlt, dafi 
bei Zimmertemperatur die Inversionskonstante unter 
Normalbedingungen (8 g Rohrzucker, py = 4,5) etwa den 
Wert 40-10* bekommt. Durch den hieraus erhaltenen 
Wert von kc und die Angabe der Erhitzungstemperatur 
ist dann die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase 
festgelegt. 


Die Inaktivierung der Oberhefe S B II wurde bei opti- 
maler Aciditiét im Temperaturgebiet 50—65° bestimmt. 
Bei der Temperatur 59° sinkt durch einstiindige Er- 
hitzung die Aktivitaét der Saccharase auf die Hilfte des 
Ausgangswertes; bei dieser Temperatur ist also die In- 
aktivierungskonstante kc = 5- 10°. 
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4, 


or 


Bestimmt man die Anderung von kc mit der Temperatur 
fiir die Aciditét py = 4,5, so ergibt sich die Konstante A 
der Arrheniusschen Temperaturformel, angewandt auf 
die Inaktivierung der Saccharase zu 101000 + 3000. 


. Im Anschlufs an diese Bestimmungen wurde die Inak- 


tivierung der Saccharase bei den Acidititen p, = 2,6 
bis 6,8 im Temperaturgebiet 45—55° festgestellt. Das 
Minimum der Temperaturempfindlichkeit liegt im Aci- 
dititsbereich p,, = 4—5, also bei der optimalen Wirkung 
des Enzyms. 

Die Konstante A der Arrheniusschen Temperatur- 

formel ist in dem gleichen Gebiet, in welchem die Tem- 
peraturempfindlichkeit am kleinsten ist, also zwischen 
Po = 4 und 5, am gréBten; sie ist in Fig. 3 als Funktion 
von P,, dargestellt. 
Die Saccharase aus der bei 25° vorbehandelten Unter- 
hefe zeigt eine geringere Temperaturempfindlichkeit als 
die Saccharase aus unserer Oberhefe. Der Unterschied 
betriagt etwa 2°, d. h. die Saccharase aus Unterhefe 
kann bei gleicher Dauer der Erhitzung auf 2° héher 
erhitzt werden, um den gleichen Bruchteil ihrer Aktivitat 
zu verlieren. 

Die Temperaturkonstante A der Inaktivierung ist 
fiir beide Hefen die gleiche. 

Die Temperaturempfindlichkeit der isolierten Saccharase 
ist von derjenigen der Saccharase in der Hefenzelle ein 
wenig verschieden. Die Zelle scheint eine kleine Schutz- 
wirkung auszuiiben, welche rund 1 Temperaturgrad aus- 
macht. Fiir die Inaktivierung der isolierten Saccharase 
wurde eine etwas gréfiere Temperaturkonstante A ge- 
funden als fiir das Enzym in der Zelle. 

Die gréBere Stabilitét unserer bei 25° vorbehandelten 
Unterhefe im Vergleich zur Oberhefe riihrt nicht davon 
her, dafi erstere Schutzstoffe enthalt, welche die Inak- 
tivierung hemmen. Denn durch Zusatz eines auf 60° 
erhitzten Saftes aus dieser Unterhefe wird die Stabilitat 
der Oberhefe nicht vergréfert. 
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